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Zusammenfassung englisch und deutsch 
 
Abstract 
 
Main issue of this work was to gain further insight into the association of haematopoiesis and 
osteopoiesis. A crucial cue for that is the fact that haematopoietic stem cells of haematopoietic 
diseases, which are characterised by c-KIT (CD117) expression, express the osteoblast marker 
osteocalcin. Thus, attention was focussed on the expression and regulation of osteocalcin, on 
one hand in blood and bone marrow samples of haematological diseases and on the other hand 
in leukaemic and osteosarcoma cell lines, i.e., by 
1) investigating the expression of osteocalcin (OCN) splicing variants in haematological 
malignancies. We analysed bone marrow obtained from two patients with chronic myeloid 
leukaemia (CML), seven patients with other myeloproliferative diseases (MPD) and four 
patients with acute myeloid leukaemia (AML). RT-PCR analyses were performed in order 
to assess and quantify spliced (OCNs) and unspliced (OCNu) mRNA, the associated 
transcription factors (AML1 and AML3) as well as c-KIT, which is a marker for activated 
stem cells. Our data indicate that OCNs mRNA and OCN protein are expressed in c-KIT 
positive neoplastic stem cells in haematological malignancies. 
2) It has been suggested that the tyrosine kinase inhibitor imatinib mesylate (IM), which has 
proven anti-proliferative effect, influences osteogenesis and bone turnover in treated 
patients. Thus, we aimed to quantify OCN mRNA, its splicing variants, the associated 
Runt-domain transcription factors AML1 and AML3, c-KIT and several metabolic genes 
to gain evidence about the differentiation state in the HL-60 leukaemia cell line as well as 
MG63 and U2OS osteosarcoma cells and murine primary osteoblasts MC3T3-E1. Our 
data indicate that IM induces inhibition of proliferation and synthesis of total OCN-
mRNA in all cell lines, but a relative increase of OCNs-mRNA was observed in the 
human cell lines. On the other hand, differentiation-associated genes appeared to be 
stimulated. This may also indicate an osteoprotective effect of IM in vivo, but a complex 
equilibrium has to be considered. Thus, several leukaemic cell-types and osteoblasts with 
a malignant potential such as osteosarcoma cells are influenced by consequences of IM-
induced tyrosine kinase inhibition. 
 
Zusammenfassung 
 
Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, die gemeinsame Basis der Hämatopoese und 
Osteopoese zu charakterisieren. Da hämatopoetische Stammzellen hämatologischer 
Erkrankungen, charakterisiert durch die Expression von c-KIT (CD117), auch den 
Osteoblastenmarker Osteokalzin exprimieren, lag das Hauptaugenmerk auf der Expression 
Osteokalzins und den dieser zugrundeliegenden Regulationsmechanismen. Diese sollten 
sowohl in Blut- und Knochenmarkszellen bei hämatologischen Erkrankungen als auch in 
Leukämie- und Osteosarkom-Zellinien untersucht werden, nämlich mittels: 
1) quantitativer Bestimmung der mRNA-Expression des Osteoblastenmarkers Osteokalzin 
(OCN) sowie dessen Spleißvarianten in hämatologischen Erkrankungen in Abhängigkeit 
einerseits von der Art der Krankheit, andererseits vom Krankheitsstadium. Wir 
untersuchten Knochenmarksproben zweier Patienten mit chronisch myeloischer Leukämie 
(CML), sieben mit anderen myeloproliferativen Erkrankungen (MPD) und vier mit akuter 
myeloischer Leukämie (AML). Mit Hilfe von RT-PCR-Analysen sollten die 
Expressionsmuster der gespleißten (OCNs) und ungespleißten OCN-mRNA (OCNu), der 
assoziierten Transkriptionsfaktoren AML1 und AML3 (= sogenannte Runt-domain 
Faktoren) sowie des c-KIT (CD117), eines Markers für aktivierte Stammzellen, 
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quantifiziert werden. Unsere Daten weisen darauf hin, daß OCNs und OCN-Protein in c-
KIT-positiven neoplastischen Stammzellen von Patienten mit hämatologischen 
Erkrankungen exprimiert werden. 
2) Es wird vermutet, daß der antiproliferativ wirkende Tyrosinkinasehemmer 
Imatinibmesylat (IM) Erneuerung und Umbau der Knochen behandelter Patienten 
beeinflußt. Wir untersuchten die Auswirkungen von IM in vitro in der leukämischen 
Zellinie HL60 und in den Osteosarkomzellen MG63 und U2OS, bzw. primären Maus-
Osteoblastenzellen MC3T3-E1. Besonderes Augenmerk galt der Genexpression von 
Osteokalzin und dessen Spleißvarianten und der Transkriptionsfaktoren AML1 und AML3 
sowie von c-KIT und einigen Stoffwechsel-assoziierten Genen, um Informationen über 
den Differenzierungsstatus der Zellen zu erhalten. Unserer Versuchsreihe zufolge wurden 
durch IM sowohl Zellproliferation als auch OCN-Expression in allen Zellinien gehemmt, 
hingegen wurde ein relativer Anstieg der OCNs-mRNA in den humanen Zellinien 
beobachtet. Gene, die eher in differenzierten Zellen exprimiert werden, wurden hingegen 
stimuliert. Damit läßt sich erklären, daß das Wachstum leukämischer Zellen und 
Osteoblasten mit malignem Charakter von IM gehemmt, das Gedeihen gesunder Zellen 
der Hämatopoese und Osteogenese hingegen gefördert wird, was auf eine osteoprotektive 
Wirkung von IM hinweisen könnte. 
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Grundlagen/ Hintergrund 
Warum gerade Osteokalzin? 
 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Charakterisierung der 
Gemeinsamkeiten sowie Unterschiede hämatopoetischer und osteopoetischer 
Progenitorzellen, deren gemeinsamer Basis und ihres Differenzierungspotentials. Unter 
diesem Aspekt wurden humane Zellen mit hämatopoetischem, bzw. osteopoetischem 
Stammzellencharakter sowie Bedeutung für die Osteogenese untersucht. Weiters sollte der 
Einfluß verschiedener Substanzen - in erster Linie von Vitamin D3 (VD) und Imatinibmesylat 
(IM), eines Tyrosinkinasehemmers, der zur Behandlung verschiedener Malignome eingesetzt 
wird, - auf Genexpression und Differenzierung hämatopoetischer und mesenchymaler Zellen 
geklärt werden. Im Knochenmark hämatologischer Erkrankungen findet man Zellen, die 
typische Merkmale mesenchymaler (MSCs) und hämatopoetischer Stammzellen (HSCs) wie 
die Expression von Markergenen wie c-KIT (CD117) und Osteokalzin (OCN) aufweisen. 
Beide Gene werden von den Transkriptionsfaktoren AML1 (Runx1) und AML3 (Runx2) 
reguliert, die auch als „Runt-Domain“ Faktoren bekannt sind (Geoffroy, et al., 1995; 
Banerjee, et al., 1996). 
Osteokalzin ist als Marker für reife Osteoblasten bekannt, wird aber abgesehen von 
Knochengewebe auch in Zellen der glatten Muskulatur synthetisiert (Watson, et al., 1994). 
OCN-mRNA wird auch in Megakaryozyten exprimiert, die möglicherweise für den OCN-
Spiegel im Serum und die Regulierung des Knochenauf-, -um- und -abbaues von Bedeutung 
sind (Thiede, et al., 1994). Ein weiterer Hinweis auf die Assoziation von Hämatopoese und 
Osteogenese ist die Tatsache, daß hämatopoetische Stammzellen hämatologischer 
Erkrankungen, sowohl durch c-KIT- als auch OCN-Expression charakterisiert sind, (Huss & 
Moosmann, 2002; Wihlidal, et al., 2006). Neueste Studien liefern konkrete Hinweise darauf, 
daß OCN darüberhinaus eine wichtige stoffwechselregulative Funktion ausübt, wobei die 
Wirkweise mit der von Hormonen verglichen wurde (Lee, et al., 2007). Die Charakterisierung 
der Expression von OCN und dessen Spleißisoformen und des Zusammenhanges mit 
Expressionsmustern von c-KIT und assoziierten Genen (z.B. Transkriptionsfaktoren AML1 
und AML3 und differenzierungsspezifischer Oberflächenmarker) sollte die Hypothese 
überprüfen, die postuliert, daß leukämische Blasten Eigenschaften sowohl hämatopoetischer 
als auch mesenchymaler Progenitorzellen aufweisen und/oder sich durch Aneignung 
osteoblastärer Eigenschaften vor dem Immunsystem schützen. 
Gemeinsamer Vorläufer hämatopoetischer und mesenchymaler 
Zellinien 
 
Stammzellen werden generell als klonogene Zellen, die sowohl die Fähigkeit der 
Selbsterneuerung als auch die der Differenzierung in verschiedene Zellinien besitzen, 
definiert (Till & Mc, 1961; Weissman, 2000). Abbildung 1 zeigt ein vereinfachtes Modell der 
Stammzellenentwicklung. Stammzellen, die zu Vorläuferzellen der Hämatopoese und 
Vorläufern mesenchymaler Zellen differenzieren, werden beide im Knochenmark gebildet. 
Hämatopoetische Stammzellen (HSCs) können in alle Typen von Blutzellen differenzieren, 
sich selbst erneuern, mobilisiert werden oder apoptotischen Zelltod erleiden (Abbildung 2). 
Zumindest frühe hämatopoetische Progenitoren weisen eine starke Plastizität bezüglich ihres 
Potentials auf, auch mesenchymales Gewebe bilden zu können, das heißt, daß sie in 
verschiedene Gewebearten wie Skelettmuskulatur und neuronale Zellen transdifferenzieren 
können (Kondo, et al., 2003; Yang, et al., 2007). Markenzeichen der HSCs ist deren Fähigkeit 
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zur Balance zwischen Selbsterneuerung und Zelldifferenzierung, um einerseits eine 
ausreichende Zellpopulation für die Aufrechterhaltung der Hämatopoese zu gewährleisten, 
andererseits reife Zellen mit spezialisierten Eigenschaften zu bilden (Bonnet, 2005). Über den 
Prozeß der „asymmetrischen Zellteilung“ kann eine einzige Zellteilung zur Bildung sowohl 
einer identischen Stammzelle als auch einer differenzierteren Zelle führen (Ho, 2005). Huss 
und Moosmann (2002) beschrieben einerseits, daß fibroblastenähnliche Periostrumzellen ihre 
Morphologie in Richtung Osteoblastendifferenzierung verändern können. Andererseits fanden 
sie eine Koexpression von c-KIT (CD117, Stammzellfaktor-Rezeptor), einem Marker für 
hämatopoetische Progenitoren, und Osteokalzin, einem Marker für reife Osteoblasten, in 
aktivierten Knochenmarkstammzellen verschiedener Erkrankungen. Im Rahmen dieser Studie 
(Wihlidal, et al., 2006) konnten wir eine Koexpression dieser beiden Gene sowohl in 
Knochenmark als auch Blut verschiedener Leukämiepatienten, aber auch in Osteosarkom- 
und leukämischen Zellinien nachweisen (Wihlidal, et al., 2008). Auf der anderen Seite wurde 
in rezenten Arbeiten (Calvi, et al., 2003; Zhang, et al., 2003; Arai, et al., 2004) eine definitive 
regulatorische Komponente der HSC-Nische in adultem Knochenmark nachgewiesen. 
Außerdem wird von der kritischen Rolle spezialisierter Gewebsmikroumgebung oder eben 
Nischen bei der Aufrechterhaltung und Regeneration von Stammzellpopulationen berichtet 
(Colmone & Sipkins, 2008). Es konnte gezeigt werden, daß Signale solcher Nischen die 
Weichen entweder Richtung Selbsterneuerung und Proliferation oder Differenzierung adulter 
Stammzellen stellen und ebenso die Aufrechterhaltung neoplastischer Stammzeller regulieren 
können (Spradling, et al., 2001; Wang & Dick, 2005; Colmone & Sipkins, 2008). All dies legt 
die Annahme nahe, daß Osteoblasten aus fötalem Knochenmark auch die Fähigkeit besitzen, 
die Hämatopoese zu unterstützen (Yang, et al., 2007). 
 
Hämatopoese 
 
„Hämatopoese (griech. αιµα, haima gen. αιµατος, haimatos - Blut, ποίησις, poiesis - 
Herstellung) ist die medizinische Bezeichnung für die Bildung und Reifung der Blutzellen“, 
also der Prozeß, bei dem multipotente hämatopoetische Progenitoren (hämatopoetische 
Stammzellen), hämatopoetische Vorläufer und sämtliche reifen Blutzellen gebildet und 
regeneriert werden (Zon, 1995; Aguila & Rowe, 2005). „Hämatopoese findet beim 
erwachsenen Menschen im roten Knochenmark (Medulla ossium) statt, wo sich die 
hämatopoetischen Stammzellen befinden. Unter dem Einfluß von Wachstumsfaktoren reifen 
innerhalb weniger Stunden bis zu ca. 10 Tagen die unterschiedlichen Zellen des Blutes und 
des Immunsystems heran.“ (aus: http://de.wikipedia.org/wiki/Hämatopoese). Abbildung 3 
zeigt einen schematischen Überblick über die menschliche Hämatopoese von der Stammzelle 
bis hin zu den reifen, differenzierten Zellen. 
 
Leukämie 
  
Leukämie (griech. λευχαιµία, von λευκό, leukó - das weiße und αίµα, äma - das Blut), 
im Volksmund als Blutkrebs bekannt, wurde 1845 von Rudolf Virchow, einem deutschen Arzt 
– u.a. Begründer der Pathologie – und Politiker, erstmals beschrieben (Abbildung 4). Sie ist 
eine Krebserkrankung der weißen Blutzellen (Leukozyten). Die Ursache ist weitgehend 
ungeklärt. Risikofaktoren sind genetische Veranlagung, Viren, Strahlen und chemische 
Substanzen. 
Leukämien werden nun als aberranter hämatopoetischer Prozeß, durch seltene 
leukämische Stammzellen, welche das Potential für indefinite Proliferation auf Grund 
akkumulierter Mutationen und/oder epigentischer Veränderungen aufrechterhalten oder 
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wiedererlangt haben, hervorgerufen, angesehen (Bonnet, 2005). Eine Leukämie zeichnet sich 
durch überschießende Vermehrung einer Leukozytenart im Knochenmark, die jedoch unreif 
und nicht funktionstüchtig ist, aus. Dadurch wird die normale Blutbildung gestört, und es 
kommt zu einem Mangel aller Formen von Blutzellen. Symptome sind Müdigkeit, Blässe, 
erhöhte Infektanfälligkeit und Blutungsneigung. Die Diagnose wird durch eine 
Blutuntersuchung gestellt, zur genauen Typisierung ist eine Knochenmarkbiopsie notwendig. 
Leukämie wird mittels Chemotherapie und Knochenmarktransplantation behandelt. 
 
Tyrosinkinase-Hemmung als therapeutischer Ansatz 
 
Tyrosinkinasen sind eine Gruppe von Proteinen aus der Familie der Proteinkinasen, 
deren Aufgabe die reversible Übertragung einer Phosphatgruppe (Phosphorylierung) auf die 
Hydroxygruppe der Aminosäure Tyrosin eines anderen Proteins ist. Dadurch wird die 
Aktivität des Zielproteins beträchtlich beeinflußt, weshalb Tyrosinkinasen auch als Teil von 
Rezeptorsystemen einen wichtigen Beitrag zur Signalübertragung leisten. Tyrosinkinasen 
tragen in großem Maße zu gestörten Signalwegen in verschiedenen kanzerogenen 
Erkrankungen wie Leukämien und Sarkomen bei, inklusive Mutationen der Signalwege des 
Thrombozyten-stämmigen Wachstumsfaktor-Rezeptors (PDGFR), von c-KIT, des vaskulären 
Endothel-Wachstumsfaktor-Rezeptors (VEGFR) und des Insulin-ähnlichen Wachstumsfaktor-
1-Rezeptors (IGF1-R) (Helman & Meltzer, 2003; Shor, et al., 2008). 
Imatinibmesylat 
 
Imatinibmesylat (IM; Strukturformel, siehe Abbildung 5; CAS-Nummer: 152459-95-
5), auch unter den Namen Glivec® (Gleevec®) und STI-571 bekannt, ist ein 
Tyrosinkinasehemmer, der spezifisch c-Abl hemmt. Die 2-Phenylaminopyrimidin-Verbindung 
ist eigens entwickelt worden, um spezifisch mit der ATP-Bindestelle von 
Proteintyrosinkinasen zu interagieren (Apperley, et al., 2002). Derart ist diese Substanz ein 
selektiver Inhibitor bestimmter Tyrosinkinasen wie der intrazellulären ABL-Kinase (der 
sogenannten BCR-ABL Tyrosinkinase – hervorgegangen aus dem BCR-ABL Fusionsgen, 
dem Marker Philadelphia-Chromosom-positiver chronisch myeloider Leukämien), des 
Transmembranrezeptors KIT und der Thrombozyten-stämmigen Wachstumsfaktor-Rezeptoren 
(Apperley, et al., 2002; Demetri, et al., 2002). Obwohl ursprünglich, ähnlich einem „Magic 
Bullet“, als BCR-ABL-spezifisches Medikament entworfen, interagiert IM auch mit anderen 
Targets, es besitzt also wie viele anderen Wirkstoffe „Off-Target“-Aktivitäten (Rix, et al., 
2007; Keiser, et al., 2009), was die komplexen Wirkmechanismen und Nebenwirkungen 
dieser Substanz – wie z. B. Stimulierung der Osteoblasten-Differenzierung sowie Abnahme 
der Zahl an Osteoklasten, was ein erhöhtes Knochenvolumen zur Folge hat (Vandyke, et al., 
2010) – verständlich macht. Mittlerweile wird IM routinemäßig bei der Behandlung von 
Patienten mit Philadelphia-Chromosom-positiver CML eingesetzt (Druker, et al., 2001; 
Kantarjian, et al., 2002; O'Brien, et al., 2003; Fierro, et al., 2007, Tibullo, et al., 2009). 
Neueren Erkenntnissen zufolge übt IM auch eine unspezifische Hemmung auf CD34+-
normale hämatopoetische Vorläuferzellen und dendritische Zellen aus (Appel, et al., 2004; 
Bartolovic, et al., 2004; Fierro, et al., 2007). Darüber hinaus hemmt IM antigen-spezifische T-
Zellen-Proliferation, was das immunsuppressive Potential dieser Substanz erklärt (Seggewiss, 
et al., 2005). 
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Osteokalzin  
 
OC" gilt als Marker für reife Osteoblasten. Das Protein selbst ist ein kleines Molekül 
(6,9 kDa) und stellt das häufigste nicht kollagene Protein im Knochen dar. Es besitzt α-
Helixdomänen, die Ca++-Ionen an der Kristallgitteroberfläche des Knochenminerals 
koordinieren. Das Gen ist knapp 1,7 kb lang und besteht aus vier Exons (Abbildung 6). Die 
genaue Funktion des OCN ist noch nicht vollends geklärt, doch dürfte es eine essentielle 
Rolle als hormonähnlicher Stoffwechselregulator spielen (Lee, et al., 2007). So wurde im 
Mausmodell bestätigt, daß OCN-defiziente Tiere reduzierte β-Zellproliferation, 
Glukoseintoleranz und Insulinresistenz, was die Fettleibigkeitsneigung erhöht (Semenkovich, 
2006), zeigen. Externe Zugabe von OCN konnte diese Effekte wieder revertieren. Weiters 
besitzt es drei Bindestellen für die Transkriptionsfaktoren AML1/AML3 (TGTGGT), zwei in 
Introns, eine im Exon IV (Abbildung 6). 
 
„Runt-related“ Transkriptionsfaktoren 
 
AML1, AML2, AML3: Die „Runt-related“ Transkriptionsfaktoren RUNX1 (AML1), 
RUNX2 (AML3) und RUNX3 (AML2), Homologe des Drosophila-Gens Runt (Ito, 1999), 
stellen zentrale Schaltstellen der Hämatopoese und Osteogenese dar (Javed, et al., 2000). 
Abbildung 7 gibt einen Überblick über den Aufbau des Runt-Gens bei Drosophila und im 
Vergleich dazu der drei Runx-Gene des Menschen. Sie stellen wichtige genregulierende 
Proteine, die an der Kontrolle der Zelliniendifferenzierung beteiligt sind (Speck, et al., 1999), 
dar. So haben AML1-Nullmutationen schwere Defekte der Hämatopoese zur Folge (Speck & 
Terryl, 1995; Okuda, et al., 1996; Wang, et al., 1996a; Wang, et al., 1996b; Speck, et al., 
1999), während Deletion und Mutation von AML3 zu Entwicklungsdefekten in der 
Osteogenese (Komori, et al., 1997), bzw. zu Verknöcherungsdefekten wie bei Cleidokranialer 
Dysplasie (Otto, et al., 1997) führen. Da nun beide Transkriptionsfaktoren an dieselbe 
Erkennungssequenz im Osteokalzinpromotor binden (Geoffroy, et al., 1995; Banerjee, et al., 
1996; Wihlidal, et al., 2006), stellte sich die Frage, ob auch AML1 in osteopoetischen Zellen 
die OCN-Expression regulieren kann. Wir konnten durch AML1-Überexpression mittels 
Transfektion in MG63-Zellen eine Steigerung der OCN-Expression um 70 % erreichen. Dies 
könnte ein Hinweis darauf sein, daß AML1, das eine zentrale Rolle in der Hämatopoese spielt, 
auch zumindest zum Teil die Osteogenese mitregulieren kann. 
 
Telomere 
 
Telomere wurden in den 1930ern erstmals als essentielle Strukturen an den 
Chromosomenenden beschrieben (Muller, 1938; McClintock, 1941). Sie formen 
dreidimensionale DNA-Proteinstrukturen, erfüllen wichtige Kappenfunktionen und sind somit 
unerläßlich für Chromosomenstabilität und -unversehrtheit (Boukamp & Mirancea, 2007). 
Bei Wirbeltieren, filamentösen Pilzen (Fungi), Schleimpilzen (Myxomyzeten) und einigen 
Protozoa bestehen sie aus mehreren tausend Wiederholungen des Hexanukleotids TTAGGG, 
was beim Menschen eine repetitive, nicht-codierende Region von 4 – 15 kb, bei der Maus 
beispielsweise von bis zu 50 kb zur Folge hat. Nun ist die Zelle aber mit dem inhärenten 
Unvermögen der Primer-basierenden DNA-Replikation, lineare DNA-Moleküle gänzlich zu 
replizieren, genannt End-Replikationsproblem (Watson, 1972; Olovnikov, 1973; Ohki, et al., 
2001; Legassie & Jarstfer, 2006), konfrontiert. Dies hat eine sukzessive Verkürzung der 
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Telomere normaler somatischer Zellen mit jeder Replikation und somit Seneszenz, d. h. 
irreversible Wachstumsarretierung, zur Folge. Diese Telomerlängen-bedingte 
Wachstumsarretierung, die kritisch kurze Telomere und folglich ungeschützte Chromosomen 
verhindert, stellt höchstwahrscheinlich eine Barriere für unkontrollierte, unlimitierte 
Zellproliferation dar (Harley, et al., 1992; Granger, et al., 2002; Boukamp & Mirancea, 2007). 
Da aber Keimzellen, Stammzellen und Zellen proliferativen Gewebes (z. B. des 
hämatopoetischen Systems, des Gastrointestinaltrakts oder der Hautepidermis) über einen 
längeren Zeitraum replikativ aktiv bleiben müssen, bedarf es eines Mechanismus zur 
Aufrechterhaltung der Telomerlänge. 
 In der Natur haben sich verschiedene Mechanismen zum Schutz des Genoms 
entwickelt (Legassie & Jarstfer, 2006; Nosek, et al., 2006), doch die überwältigende Mehrheit 
aller Eukaryonten bedient sich des Enzyms Telomerase, um zu gewährleisten, daß die 
Chromosomenenden vollständig repliziert werden (Smogorzewska & de Lange, 2004; 
Legassie & Jarstfer, 2006). Mehr als 80 % der proliferativen Zellen (Keimzellen, die meisten 
Tumorzellen) des Menschen besitzen eine aktive Telomerase (Boukamp & Mirancea, 2007), 
10 – 20% der Tumorzellen, im speziellen Sarkome und Astrozytome (Hakin-Smith, et al., 
2003; Ulaner, et al., 2003), verwenden eine alternative Telomerverlängerung (Bryan, et al., 
1997), von den restlichen ist noch kein Mechanismus bekannt (Ulaner, et al., 2003). 
 Telomerase ist eine RNA-abhängige DNA-Polymerase, ein Ribonukleoproteinkom-
plex, der in den meisten Eukaryonten einen Teil seiner RNA-Untereinheit (TR) während der 
Synthese G-reicher DNA am 3´-Ende jedes Chromosoms revers transkribiert (Legassie & 
Jarstfer, 2006). Telomerase wird während der Embryonalentwicklung exprimiert, jedoch in 
den meisten adulten Geweben unterdrückt. Nur regenerative Gewebearten weisen beim 
Erwachsenen noch Telomeraseaktivität auf (Bachor, et al., 1999). Im Gegensatz dazu nimmt 
man an, daß sich die meisten Tumorzellen unter anderem durch hohe Telomeraseaktivität 
auszeichnen, was Telomerase zu einem geeigneten Tumormarker macht (Nicol Keith, et al., 
2001). 
 Für ihre bahnbrechenden Erkenntnisse auf diesem Gebiet und die Entdeckung, „wie 
Chromosomen durch Telomere und das Enzym Telomerase geschützt werden“, erhielten 
Elizabeth H. Blackburn, Carol W. Greider und Jack W. Szostak (u. a. Blackburn, et al., 2006) 
2009 den Nobelbreis für Medizin (Titel: „Kappe mit Schrumpfschutz“) verliehen 
(zusammengefaßt nachzulesen bei Weiß, 2009) 
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Materialien & Methoden 
 
Proben 
Patientenproben 
 Für die Patientenstudie wurden eingefrorene Proben aus der Routinediagnostik von 
Knochenmark und Blut (periphere Blutstammzellen; PBSC) aus einem vorangegangenen 
Projekt (Karlic, et al., 2003) verwendet. Weiters wurden Knochenmarksproben von vier 
Patienten mit AML, einem mit CML während Blastenkrise, eines Patienten mit CML in der 
chronischen Phase und sieben Patienten mit MPD sowie als Kontrollen Stammzellen aus 
peripherem Blut und Knochenmarkszellen gesunder Spender verwendet. Um zu klären, ob die 
Präsenz OCN-exprimierender Stammzellen in Zusammenhang mit dem Krankheitsverlauf 
steht, wurden Knochenmarksproben eines AML-Patienten (A1) zu sechs verschiedenen 
Zeitpunkten, nämlich Diagnose, erste Remission (4 und 5 Monate nach Diagnose), zweite 
Remission (19 Monate nach Diagnose) und Rezidiv (33 und 41 Monate nach Diagnose) 
untersucht. Als Kontrolle dienten HL60-Zellen. 
 Das Knochenmark wurde in EDTA-Röhrchen gesammelt. Nach Trennung des Plasmas 
wurden mononukleare Zellen durch Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficoll-Hypaque-
Separationsmediums angereichert und dreimal in phosphatgepufferter Saline (PBS) 
gewaschen. Aliquote zu je 106 – 107 Zellen wurden in 4 M Guanidinisothiocyanat für 
nachfolgende mRNA-Isolation und cDNA-Synthese eingefroren. 
 
Zellkultur 
 HL60-, MG63-, U2OS- und MC3T3-E1-Zellen wurden auf 37°C in 5% CO2-haltiger, 
angefeuchteter Atmosphäre in Petrischalen (8 cm Durchmesser) mit αMEM-Medium 
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland), versehen mit 4,5 g/l Glukose, 5% fötalem Kälberserum 
(Sigma) und 30 µg/l Gentamycin (Sigma) kultiviert. Die Zellen wurden zweimal pro Woche 
subkultiviert. Um möglicher phänotypischer Drift im Zuge wiederholter Subkultivierung 
vorzubeugen, wurden die Zellinien nie länger als vier Wochen nach Auftauen verwendet. 
Parallele hexaplikate Aliquote zu je ca. 106 Zellen/ml wurden entweder mit 10-8 M 1,25-
Dihydroxyvitamin D3 (VD) oder verschiedenen Konzentrationen (100 nM, 500 nM, 1 µM, 5 
µM, 10 µM und 20 µM) an Imatinibmesylat (IM) für 48 Stunden inkubiert. Unbehandelte 
Platten dienten als Kontrollen. Die adhärenten Osteosarkomzellen wurden mittels Behandlung 
mit 0,001% Pronase E (Roche) und 0,02% EDTA in Ca++- und Mg++-freier PBS geerntet, 
HL60-Zellen wurden 5 min bei 400 x g abzentrifugiert. Die Zellzahl wurde in einem CASY® 
Zellzähler (Modell TT; Schärfe System) bestimmt. Unmittelbar nach der Ernte wurden die 
Zellen in Aliquoten zu je 2 x 107 eingefroren. 
 
mRNA-Isolation und cDNA-Synthese 
 
 Die mRNA wurde gemäß mRNA-Isolationskits für Blut/Knochenmark (Roche) 
isoliert. Nach Abtrennung der Nukleinsäuren mittels Magnetkügelchen und Eluierung wurden 
30-µl-Aliquote zwecks nachfolgender Methylierungsanalyse der genomischen DNA bei –
20°C eingefroren. Das gesamte mRNA-Isolat wurde in einem Thermocycler (Applied 
Biosystems) in cDNA umschrieben. 1,6 µg oligo-p(dT)15-Primer (Erststrang-cDNA-Synthese-
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Kit für RT-PCR [AMV]; Roche) wurden in die Reaktion (10 min 25°C, 1 h 42°C, 5 min 95°C) 
eingesetzt. 
 
PCR und quantitative Real-Time-PCR (RTQ-PCR) 
 
 Die Bedingungen für Block-Cycler-PCRs (Applied Biosystems) waren für alle 
Ansätze 35 Durchgänge à 30 s 95°C, 30 s 52°C bis 64°C, 30 s 72°C. 1 U Taq-Polymerase und 
je 200 nM dNTP (beide Roche) und je 200 nM Primer eingesetzt. PCR-Produkte wurden auf 1 
%igem Agarosegel analysiert. 
 RTQ-PCR-Amplifizierungen wurden entweder in einem Rotor-Gene Real-Time-
System (Corbett Research) oder einem Light-Cycler (Roche Diagnostics) durchgeführt. Beide 
Systeme erlauben Amplifizierung und Detektion (per Fluoreszenz) in einem Reaktionsgefäß. 
Detaillierte Beschreibungen dieser Methode finden sich in den Publikationen von Weghofer, 
et al. (2001) und Karlic, et al. (2003). Nach einem Schmelzschritt (95 °C, 10 min) wurden 
jeweils 50 Durchgänge à 30 s 95°C, 30 s 55°C bis 60°C, 30 s 72°C durchgeführt. Die 
Reaktionen wurden in Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems oder 
Roche Diagnostics) angesetzt, jeweils 2,5 µM spezifischer Primer wurden verwendet. 
Triplikate jeder cDNA-Probe wurden eingesetzt. Als externer Mengenstandard für die 
absolute Quantifizierung diente eine Verdünnungsreihe eines sequenzierten OCN-PCR-
Produktes von 4 ng bis 4 fg. Die Expression der untersuchten Gene wurde als relative 
Expression, verglichen zum Haushaltsgen Glukose-6-Phosphatdehydrogenase (G6PDH), das 
als interner Standard diente, ausgedrückt. Tabelle 3 listet Primer-Details und PCR-
Bedingungen auf. Um Spleißvarianten identifizieren zu können, wurde die PCR mit einer 
Schmelzkurvenanalyse von 72°C bis 95°C mit einer Temperaturtransitionsrate von 0,5°C/s 
abgeschlossen (Karlic, et al., 2003). 
 
Transfektionsexperimente 
 
 Um Rückschlüsse auf die Wirkung des Transkriptionsfaktors AML1 auf die mRNA-
Expression von OCN und dessen Spleißvarianten zu erlangen, wurde AML1 mittels 
Transfektion in MG63-Zellen überexprimiert. Das cDNA-Transkript der gesamten 
codierenden Region, RT-PCR-amplifiziert, wurde in pcDNA3.1 TOPO-Vektor kloniert und in 
Escherichia coli (Stamm DH5α) transformiert. Übernachtkulturen wurden geerntet, und die 
Plasmid-DNA mittels QIAGEN Plasmid Midi Kits isoliert. Rekombinanten wurden durch 
Restiktionsverdau mit BamHI und HindIII getestet und mittels automatischer DNA-
Sequenzierung (VBC-Genomics, Wien, A) ermittelt. Ca. 106 Zellen wurden pro 8-cm-Platte 
(Nunc; Roskilde, DK) ausgesät und über Nacht kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurde das 
Medium entfernt und die Zellen mit 10 µg AML1-Vektor-Konstruktes in jetPEI™ (Qbiogene) 
transfektiert. 24 Stunden danach wurde das Medium, wie weiter oben beschrieben, gewechselt 
und nach weiteren 24 Stunden die Zellen geerntet und die mRNA isoliert. Mittels RTQ-PCR 
wurde die OCN-Expression quantifiziert und qualifiziert (Spleißvarianten). 
 
Telomeraseansatz (Telomere Repeat Amplification Protocol [TRAP]) 
 
 Im Zuge des Aberntens wurden jeder Platte Aliquote zu je 105 Zellen entnommen. 
Nach fünfminütigem Zentrifugieren bei 400 x g wurden die Zellen in 100 µl 3-[(3-
Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1-propansulfonat (CHAPS: 0,5% in 1 x TE-Puffer, pH 
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= 8,0 + 1 µl RNase-Inhibitor /ml) resuspendiert und 30 min auf 4°C inkubiert. Das Lysat 
wurde 30 min bei 12000 x g abzentrifugiert. Die überstehende Proteinlösung wurde für die 
Bestimmung der Telomeraseaktivität gemäß etablierter Vorschrift (Hou, et al., 2001) mit 
einigen Abänderungen bestimmt: Eine Verdünnungsreihe von 250 ng, 25 ng und 2,5 ng wurde 
mit jeweils 10 µM Telomerase-Primern in den TRAP-Ansatz eingesetzt. Die PCR-Ansätze 
wurden 30 min auf Raumtemperatur inkubiert und anschließend in 50-Zyklen-Reaktionen 
(95°C – 20 s; 50°C – 30 s; 72°C – 90 s) amplifiziert. 
 
Statistische Analysen 
 
 Statistische Analysen wurden mittels ANOVA mit Scheffes Post-Hoc Tests im 
Programm StatView 4.5 (Abacus Concepts, Inc. CA) durchgeführt. 
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Ergebnisse 
 
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Abhandlung sind in den beiden Originalarbeiten 
zusammengefaßt. Darüber hinausgehende Resultate möchte ich hier eigens diskutieren. 
Abbildung 8 zeigt eine schematisch vereinfachte Darstellung der drei Zellinien HL60, MG63 
und U2OS bezüglich Telomeraseaktivität, Proliferation und mRNA-Expression unter dem 
Einfluß von Vitamin D3 und Imatinibmesylat. 
 
Expression von OCN und dessen Spleißvarianten 
 
Verglichen wurde die Genexpression von OCN und dessen in früheren Arbeiten (Jung, 
et al., 2001; Wihlidal, et al., 2006) beschriebene Spleißvarianten, nämlich des vollständig 
gespleißten Transkripts OCNs und des durch Intronretention entstandenen ungespleißten 
Transkripts OCNu (Abbildung 6), welches auf Grund mehrerer Stop-Codons im ersten Intron 
in verkürztem Protein ohne augenscheinliche Funktion resultiert. 
OCN wird nicht nur in Knochengewebe exprimiert sondern mehreren Geweben, vor 
allem aber in hämatopoetischen Zellen und Zellen, die mit hämatologischen Erkrankungen in 
Verbindung stehen. Allerdings variiert die vorherrschende Spleißvariante in Abhängigkeit von 
Gewebe, Zellart und Krankheitsstadium (Tabelle 1). Während in Geweben wie dem 
Dickdarm, dem Dünndarm, dem Knochenmark und den peripheren Blutkörperchen 
vornehmlich das funktionelle OCNs vorherrscht, ist in Niere, Bauchspeicheldrüse, Milz, 
Thymus, Prostata und den Hoden in erster Linie OCNu nachweisbar, in Plazenta, Lunge, den 
Lymphknoten und Mandeln hingegen scheint OCN überhaupt nicht exprimiert zu werden 
(Jung, et al., 2001). Im Knochenmark von Patienten mit akuter myeloischer Leukämie (AML) 
wurde zum Zeitpunkt der Diagnose und im Rezidiv vorwiegend OCNs, während der 
kompletten Remission hingegen hauptsächlich OCNu exprimiert (Tabelle 1). Auch in 
verschiedenen Leukämie- und Osteosarkom-Zellinien werden unterschiedliche OCNs/OCNu-
Verhältnisse gefunden. In c-KIT-positiven HL60-Zellen (AML), die OCN stark exprimieren, 
ist zu 80 % das ungespleißte Transkript zu finden. MG63-Zellen (Osteosarkom), ebenfalls c-
KIT-positiv, weisen ein annähernd ausgeglichenes Verhältnis OCNs/OCNu auf, in den c-KIT-
negativen U2OS (Osteosarkom) konnte hingegen nur OCNu nachgewiesen werden (Tabelle 
1). 
Imatinibmesylat und Vitamin D3 beeinträchtigen die Synthese der 
Gesamt-OCN-mRNA und stimulieren die relative OCNs-mRNA-
Synthese 
 
Einige Autoren berichten im Zuge von CML- und Prostatakarzinom-Behandlung von 
einer generellen Hemmung der OCN-Expression durch IM (Tabelle 2), was den aus der 
vorliegenden Arbeit hervorgehenden Beobachtungen bei Zellkulturexperimenten entspricht 
(Tabellen 1 und 2, Abbildung 8). Ebenso wie IM bewirkte auch VD einerseits eine 
Veränderung der OCN-Expression, andererseits eine signifikante Verschiebung des 
OCNs/OCNu-Verhältnisses (Tabelle 1): IM verringerte die Gesamt-OCN-Expression in allen 
Zellinien um mindestens 87 %, was in den c-KIT-positiven Zellen HL60 und MG63 mit einer 
Hemmung der c-KIT-Expression um 90 % assoziiert war (Abbildung 8; Table 3 in Wihlidal, 
et al., 2008). Während Inkubation mit VD zu einer Hemmung der OCN-Expression in HL60 
(-70 %) und U2OS (-30 %) führte, wurde sie in MG63-Zellen um das Neunfache stimuliert. 
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In allen drei Zellinien führte IM-Zugabe zu einer Verschiebung des OCNs/OCNu-
Verhältnisses in Richtung gespleißten Transkripts (Table 2 in Wihlidal, et al., 2008). IM 
wirkte diesbezüglich dosisabhängig insofern, als mit steigender Konzentration der relative 
Anteil an OCNs in allen Zellinien auf 80 % - 100 % zunahm. In VD-induzierten HL60- und 
MG63-Zellen erhöhte sich das OCNs/Gesamt-OCN-Verhältnis auf 70 – 90 %, während in 
U2OS-Zellen auch nach VD-Zugabe nur OCNs nachgewiesen werden konnte. 
 
Die Expressionen von AML1 und AML3 koinzidieren mit der von 
OCN 
 
Die Beeinträchtigung der Expression von AML1 und AML3 (Abbildung 8; Figure 5 
in Wihlidal, et al., 2008) durch VD und IM ähnelte der von OCN (Abbildung 8; Figure 4 in 
Wihlidal, et al., 2008). In HL60-Zellen wurde die AML1-Expression durch VD um 74 %, die 
AML3-Expression um 85 % gehemmt. In MG63-Zellen hingegen stimulierte VD die 
Expression beider Transkriptionsfaktoren, nämlich AML1 um 26 % und AML3 um 27 %, was 
ebenfalls mit der VD-induzierten Stimulierung von OCN koinzidierte. Lediglich in der 
Zellinie U2OS widersprach die 98-%-ige, bzw. 86-%-ige Hemmung der AML1- und AML3-
Expression einer unveränderten OCN-Expression nach VD-Inkubation. 
Ähnlich wie die OCN-Expression wurden auch die von AML1 und AML3 in allen drei 
Linien durch IM gehemmt, nämlich in HL60 um durchschnittlich 67 %, bzw. 73 %, in MG63 
um 68 %, bzw. 98 % und in U2OS um jeweils mindestens 90 %, abhängig von der 
zugegebenen IM-Konzentration. 
 
Verminderung der Zellvermehrung und Telomeraseaktivität (TA) 
durch IM 
 
 Im Gegensatz zu VD, das in MG63-Zellen eine signifikante Steigerung der Zellzahlen 
und in HL60 und U2OS eine Verringerung derselben bewirkte, konnte nach IM-Behandlung 
eine einheitliche Reduktion der Proliferation in allen drei Zellinien beobachtet werden 
(Abbildung 8; Figure 2 in Wihlidal, et al., 2008). Auch die TA betreffend, reagierten die 
Zellinien nicht in gleicher Weise auf VD-Zugabe. Hiebei wurde lediglich in U2OS 
herabgesetzte TA beobachtet werden, während in den anderen beiden Linien kein Unterschied 
zu den unbehandelten Kontrollzellen festzustellen war. IM hingegen bewirkte in allen drei 
Zellinien eine dosisunabhängige Abnahme der TA-Aktivität (Abbildung 8; Figure 3 in 
Wihlidal, et al., 2008) um mindestens 63 %. 
 
IM induziert differenzierungsassoziierte Gene 
 
 Um weitere Indizien für eine Differenzierung hämatopoetischer Zellen, induziert 
durch IM-Zugabe, zu erhalten, wurde mittels RTQ-PCR die Expression verschiedener 
Oberflächenmarker in HL60-Zellen untersucht. Dabei stellte sich heraus, daß die bereits 
bekannte IM- und VD-induzierte Tyrosinkinasehemmung mit einer starken Überexprimierung 
von Markergenen für differenzierte Zellen assoziiert war: So wurde CD11b, ein 
Oberflächenmarker, spezifisch für Phagozyten, in IM behandelten Zellen 28000 mal stärker 
und nach VD-Zugabe 2400 mal stärker exprimiert als in unbehandelten Kontrollzellen und 
CD14, ein für Monozyten charakteristischer Oberflächenmarker, durch IM 350-fach und 
durch VD 30-fach stimuliert (Abbildung 9A). Im Gegensatz dazu wurde die Expression von 
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CD34, einem Marker für hämatopoetische Vorläuferzellen, wie erwartet sowohl durch VD 
(um 99 %) als auch durch IM (um 70 %) gehemmt (Abbildung 9D). Die mit dem Stoff-
wechsel assoziierten Gene der mitochondrialen und mikrosomalen Carnitinpalmitoyl-
transferase wurden jeweils auf gegensätzliche Weise von VD und IM beeinflußt (Abbildung 
9B). So stimulierte VD die mitochondrialen Carnitinpalmitoyltransferasen CPT1a und CPT1b 
um das 40-fache bzw. 80-fache, während das Vitamin auf die mikrosomale 
Carnitinpalmitoyltransferase mCPT keinen Einfluß hatte. Die Behandlung mit IM zeigte keine 
Auswirkungen auf die CPT1a-Expression, während die CPT1b-Expression verdoppelt und die 
mCPT-Expression verzehnfacht wurden (Abbildung 9B). Die beiden Matrixmetalloproteasen 
MMP1 und MMP2 wurden durch VD um das 75-fache bzw. das 45-fache stimuliert 
(Abbildung 9C). Während IM zu einer dreifachen Erhöhung der MMP1-Expression führte, 
wurde die MMP2-Expression nicht beeinträchtigt. Im Vergleich zu den unbehandelten HL60-
Zellen konnten keine VD-induzierten Unterschiede in der Expression des Organische-
Kationen-Transporters OCTN2, der für die Carnitinaufnahme in die Zelle verantwortlich ist, 
beobachtet werden, Inkubation mit IM führte hingegen zu einer 10-fachen Steigerung der 
OCTN2-Expression. Im Gegensatz zu CPT1a und CPT1b wurde die CPT2b-Expression durch 
VD nicht beeinflußt, durch IM jedoch um das 20-fache stimuliert (Abbildung 9D). Die 
Expression des Hämatopoesemarkers Gα16 wurde nach VD- und IM-Inkubation jeweils zur 
Gänze blockiert. (Abbildung 9D). 
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Diskussion 
 
Die antiproliferative Wirkung von IM ist mit einer Stimulierung 
gespleißter OCN-mRNA assoziiert 
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie bekräftigen einen antiproliferativen Effekt von 
IM ohne Induktion von Zelltod (Bartolovic, et al., 2004; Pirson, et al., 2006), unabhängig von 
Zelltyp und Vorhandensein des Stammzellmarkers c-KIT. In den untersuchten leukämischen 
und Osteosarkom-Zellinien war die Hemmung der TA durch IM mit einer Inhibierung der 
Zellvermehrung assoziiert. Diese Beobachtung stimmt mit Daten aus früheren Arbeiten, die 
über IM-assoziierte Verminderung der Zellproliferation (Buchdunger, et al., 2000) und TA in 
verschiedenen malignen Zellinien berichten (Uziel, et al., 2005), überein. 
 Auf Genexpressionsniveau konnte eine signifikante Hemmung der Expression der 
Transkriptionsfaktoren AML1 und AML3, ohne dabei die Expression der ABL-Tyrosinkinase 
zu beeinflussen, beobachtet werden. Damit assoziiert war eine Reduzierung der Expression 
der Gesamt-OCN-mRNA. In gleicher Weise konnte die gemeinsame Hemmung der OCN-
Expression mit der von AML1 und AML3 in Knochenmarkszellen eines Patienten mit AML 
über einen Beobachtungszeitraum von 41 Monaten bestätigt werden (Figure 2 in Wihlidal, et 
al., 2006). Hiebei waren die Expressionen der Transkriptionsfaktoren und OCN zum 
Diagnosezeitpunkt hoch, nahmen während der kompletten Remission stark ab und stiegen im 
Rezidiv wieder mindestens auf den Anfangswert an. 
IM beeinflußte nicht nur die quantitative OCN-Expression, sondern auch den 
Spleißmechanismus der OCN-mRNA-Transkripte, insofern als mit IM-Behandlung in allen 
drei Zellinien ein relativer Anstieg der komplett gespleißten funktionellen 
Transkriptionsvariante OCNs erreicht wurde. Diese ersten Indizien für durch 
Tyrosinkinasehemmer induzierbare Differenzierung von Zellen mit hämatopoetischem 
Stammzellencharakter konnten mittels der Expressionsmuster weiterer Marker- und 
Stoffwechselgene bekräftigt werden. So wurden die Differenzierungsmarker CD11 
(Phagozyten) und CD14 (Monozyten) und mCPT (Marker für das Proliferationspotential der 
Zelle) durch IM stark stimuliert, während die Transkription von CD34 (Marker für 
hämatopoetische Vorläuferzellen) signifikant gehemmt wurde (Abbildungen 9A und 9D). 
 
OCN als Energiestoffwechsel-regulierendes Enzym 
 
OCN ist aber nicht nur mit Osteoblastendifferenzierung in Verbindung zu bringen, 
sondern es spielt auch bei der Funktion der Mitochondrien eine wesentliche Rolle und ist als 
aus dem Knochen stammendes Hormon an der Regulierung des Energiestoffwechsels beteiligt 
(Lee, et al., 2007). Es konnte gezeigt werden, daß OCN-/--Mäuse verringerte β-Zellen-
Proliferation, Glukoseintoleranz und Insulinresistenz aufweisen, somit abnormal fettleibig 
(adipositös) sind und an Diabetes 2 leiden. Überdies ist die OCN-Konzentration im Serum 
menschlicher Diabetes-2-Patienten signifikant vermindert. Somit könnte auch der positive 
Einfluß von IM auf den Glukosestoffwechsel über stimulierte OCN-Synthese erklärt werden 
(Gottschalk, et al., 2004). 
Sowohl in menschlichen als auch Mauszellinien konnte eine signifikante Linderung 
des Diabetes-2-Phänotyps nachgewiesen werden (Hagerkvist, et al., 2007a; Hagerkvist, et al., 
2007b). Bei Patienten mit chronisch myeloischer Leukämie und hypereosinophilem Syndrom 
wurde überdies nach IM-Behandlung ein Ansprechen auf dieses Präparat bezüglich Typ-2-
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Diabetes und Hyperlipidämie beobachtet. Damit konform gehen in unseren Studien auch die 
Stimulierung der mitochondrialen Carnitinpalmitoyltransferase CPT1b und des 
Carnitintransporters OCTN2 durch IM-Zugabe (Abbildungen 9B und 9C). Diese Ergebnisse 
und die Tatsache, daß IM in BCR-ABL-positiven Zellen den Warburg-Effekt (Tendenz zu 
anaerobem Stoffwechsel bei Malignisierung von Zellen) umkehrt und die Aktivität des 
mitochondrialen Krebs-Zyklus erhöht (Gottschalk, et al., 2004), weisen auf die Ähnlichkeiten 
der Wirkweise von IM zu der antidiabetischer Präparate, die bereits zur Behandlung von 
Leukämien und Lymphomen eingesetzt werden, hin. Dies unterstreicht das Potential des 
Stoffwechsels als therapeutisches Target, zumal sich die Biochemie eines Tumors, im 
speziellen bezüglich der Glukoseaufnahme, stark von der normaler Zellen unterscheidet; so 
sind der mitochondriale Metabolismus beeinträchtigt und die zytosolische Glykolyse erhöht 
(Warburg-Effekt) (Gottschalk, et al., 2004). Die Krebszellen zeichnen sich also durch einen 
deutlich erhöhten Glukosebedarf, dessen Deckung durch eine stärkere Affinität zum GLUT-1 
Glukosetransporter gewährleistet wird, aus (Boros, et al., 2002). Weiters weisen rasch 
proliferierende maligne Zellen – inklusive Leukämiezellen – einen Anstieg an Phosphocholin, 
einer Vorstufe zur Membransynthese, auf (Ackerstaff, et al., 2001; Franks, et al., 2002; 
Ackerstaff, et al., 2003). Genau in diese Stoffwechselanomalien greift IM ein, indem es die 
Bioenergetik auf Grund einer Stimulierung des mitochondrialen Glukosestoffwechsels 
verbessert und gleichzeitig die glykolytische Aktivität hemmt, das heißt, IM-Exposition 
bewirkt eine höhere metabolische Aktivität des Krebs-Zyklus und geringere Laktatproduktion, 
die Glukoseverwertung über zytosolische Glykolyse (Warburg-Effekt) wird reduziert, was zu 
einem verminderten Glukosebedarf der Zelle führt (Gottschalk, et al., 2004). Ein weiterer 
Hinweis auf eine IM-bedingte Verringerung des malignen Charakters der untersuchten 
Zellinien ist die Tatsache, daß die Telomeraseaktivität durch Inkubation mit dem 
Tyrosinkinasehemmer signifikant gehemmt wurde. Die Telomeraseaktivität kann durch 
differenzierende Agenzien unterdrückt (Xu, et al., 1996; Uziel, et al., 2005), bzw. deren 
therapeutischer Effekt auf BCR-ABL-positive leukämische Zellen durch 
Telomeraseinhibierung noch verstärkt werden (Tauchi, et al., 2002). 
 Auch die Expression der mitochondrialen Carnitinpalmitoyltransferasen (CPTs) wurde 
durch Behandlung mit IM beeinträchtigt. Die mitochondriale β-Oxidation, bei der CPTs eine 
essentielle Rolle spielen, gilt als eine zentrale Komponente des zellulären Energiehomöostase 
[siehe Review: McGarry & Brown (1997)]. Das CPT1-Enzymsystem zeichnet für den Einbau 
aktivierter langkettiger Fettsäuren in Mitochondrien, katabolisiert durch β-Oxidation, 
verantwortlich. CPT1, die äußere Membrankomponente dieses Systems, stellt den 
Hauptkontrollpunkt des β-Oxidationsstoffwechselweges dar, somit ist CPT1 ein geeigneter 
Angriffspunkt pharmazeutischer Medikation der Fettsäureoxidation bei Erkrankungen wie 
Diabetes oder Herzkrankheiten (Mascaro, et al., 1998). CPT1 erstreckt sich durch die äußere 
Mitochondrienmembran und katalysiert den Transfer von Fettsäuregruppen von Koenzym A 
(CoA) auf Carnitin, welcher der limitierende Schritt im Zuge der mitochondrialen Fettsäure-
β-Oxidation ist (Karlic, et al., 2003). Das so im Zytoplasma entstandene Acyl-Carnitin wird 
über eine Carnitin-Acylcarnitin-Translocase durch die innere Mitochondrienmembran 
geschleust und, von der Carnitinpalmitoyltransferase 2 (CPT2) katalysiert, wieder in Carnitin 
umgewandelt, die Acylgruppe auf CoA zurückübertragen (Karlic, et al., 2003). Die Tatsache, 
daß IM CPT1a nicht beeinflußt, CPT1b hingegen signifikant stimulierte (Abbildung 9B), läßt 
auf das Differenzierungspotential des Tyrosinkinasehemmers schließen, zumal CPT1a in 
undifferenzierten Zellen stärker exprimiert wurde (vgl. Abbildung 9B, unbehandelte HL60-
Zellen). Die CPT2-Expression ist in Zellen, die mit leukämischen Erkrankungen assoziiert 
sind, z. B. Blut und Knochenmark von Patienten mit dem myelodysplastischem Syndrom 
(MDS), im Vergleich zu gesundem Gewebe stark vermindert (Karlic, et al., 2003). 
Dementsprechend deutet eine Stimulierung der CPT2b-Expression durch IM in leukämischen 
Blasten (Abbildung 9D) auf eine Verbesserung des Fettstoffwechsels hin. In ähnlicher Weise 
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wie CPT2b wurde auch die Expression der mikrosomalen CPT (mCPT), auch „Glukose-
reguliertes Protein-58 (GRP58), Phosphoinosit-spezifische Phospholipase C, Hormon-
induziertes Protein-70 oder Endoplasmatisches-Retikulum-Protein-70 genannt (Murthy & 
Pande, 1993; McGarry, 2001; Fillitz, et al., 2006), durch VD nicht beeinträchtigt und durch 
IM etwa 10fach stimuliert. Diese IM-induzierte Stimulierung deutet auf eine Verminderung 
der Malignisierung leukämischer Zellen und Differenzierung von Zellen mit 
Stammzellencharakter hin, da mCPT-Exprimierung bei hämatopoetischen Erkrankungen wie 
z.B. Myelodysplasie (MDS) generell verringert ist (Fillitz, et al., 2006). 
 
Regulierung weiterer stoffwechselassoziierter Gene 
 
 Gα16 ist eine G-Protein-α-Untereinheit, die vornehmlich in hämatopoetischen Zellen, 
speziell in akuten Leukämien exprimiert wird (Amatruda, et al., 1991; Pfeilstocker, et al., 
1996; Wu, et al., 2003). G-Proteine sind Guaninnukleotid (GTP)-bindende Proteine und 
spielen eine essentielle Rolle in der Signaltransduktion zwischen Rezeptor und Second-
Messenger-Systemen. Heterodimere bestehen aus drei Untereinheiten, nämlich α, β und γ, 
wobei die α-Untereinheit eine GDP/GTP-Bindungsdomäne besitzt. Die Tatsache, daß die 
Gα16-Genexpression in HL60-Zellen, die durch Dimethylsulfoxid zur 
Neutrophilendifferenzierung angeregt worden sind, vermindert wird, stimmt mit unserer 
Beobachtung der vollkommenen Hemmung der Gα16-Expression in IM-behandelten HL60-
Zellen überein (Abbildung 9D). Dies ist ein weiterer Hinweis auf IM-induzierbare 
Differenzierung von Zellen mit hämatopoetischem Stammzellencharakter. 
 Matrixmetalloproteinasen (MMPs), auch Matrixine genannt, sind Proteinasen, die 
Komponenten der extrazellulären Matrix hydrolysieren und abbauen, und spielen somit bei 
zahlreichen biologischen Prozessen wie Embryogenese, Gewebeumbau, Wundheilung und 
Angiogenese eine wichtige Rolle (Visse & Nagase, 2003). Unter normalen physiologischen 
Bedingungen wird die MMP-Aktivität genau reguliert, unter anderem auf 
Transkriptionsebene, durch Aktivierung der Vorläufer-Zymogene, Interaktionen mit 
spezifischen Komponenten der extrazellulären Matrix und Hemmung durch endogene 
Inhibitoren. Verlust oder Störung dieser Kontrollmechanismen können zu Erkrankungen wie 
Atheroma, Aneurisma, Nephritis, Fibrose, Arthritis, Krebs und Gewebsgeschwüren führen 
(Visse & Nagase, 2003). Die in dieser Arbeit untersuchten MMP1 und MMP2 gehören zu den 
Gruppen der Collagenasen, bzw. Gelatinasen, die interstitielle Collagene, Gelatine und 
zahlreiche extrazelluläre Matrixmoleküle spalten. Die Tatsache, daß beide MMPs durch VD 
deutlich stimuliert wurden (MMP1: 75-fach, MMP2: 40-fach) und MMP1 durch IM auf das 
2,5-Fache stimuliert wurde, könnte auf vermehrte Adhärenz, Umbau der Zellstruktur oder 
gesteigerter Nekrose oder Apoptose auf Grund möglicher Zelldifferenzierung und damit 
verbundener Verminderung des kanzerogenen Charakters der Zellen hinweisen. 
 Organische-Kationen/Carnitin-Transporter (OCTNs) gehören zur Familie der Carrier 
für gelöste Substanzen (SLC) (Kato, et al., 2006). Ebenso wie OCTN1 ist auch der humane 
OCTN2 ein Na+-abhängiger Carnitintransporter (Tamai, et al., 1998; Wu, et al., 1998; Ohashi, 
et al., 1999; Burckhardt & Wolff, 2000; Rytting & Audus, 2005; Kato, et al., 2006), bestehend 
aus zwölf Transmembrandomänen, und essentiell für die β-Oxidation von Fettsäuren in 
Mitochondrien. Die signifikante Stimulierung des OCTN2 durch IM im Vergleich zu 
unbehandelten leukämischen Zellen deutet auf eine Normalisierung des gestörten Carnitin- 
und somit Fettstoffwechsels durch diese Substanz hin. 
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Schlußfolgerungen 
 
Zusammenfassendes Résumé aus der vorliegenden Arbeit ist, daß die OCN-Expression 
einerseits während der kompletten Remission bei AML-Patienten im Vergleich zu 
Diagnosezeitpunkt und Rezidiv stark vermindert ist. Andererseits kann man denselben Effekt 
durch Zugabe von Tyrosinkinasehemmern wie IM zu Osteosarkom- und leukämischen 
Zellinien erreichen. Sowohl in der Remission als auch durch IM-Behandlung werden parallel 
zur OCN-Expression auch die mRNA-Expressionen von AML1 und AML3 signifikant 
reduziert. Während es in der Remission von AML zu einem verringerten relativen OCNs/total 
OCN-Verhältnis kommt, wird in allen untersuchten Zellinien nach IM-Zugabe ein erhöhter 
OCNs/total OCN-Anteil gemessen. Daraus läßt sich schließen, daß zusätzlich zu seiner 
Apoptose-fördernden Aktivität in Osteoklasten IM, das zu einer Hemmung der mRNA-
Expressionen der Runt-Domän-Transkriptionsfaktoren AML1 und AML3, aber auch von 
OCN in allen drei untersuchten Zellinien führt, das Potential besitzt, Wachstumshemmung bei 
Osteosarkomzellen und Differenzierung leukämischer Zellen zu induzieren. Weiters deutet die 
Stimulierung von Genen, die mit Differenzierung assoziiert sind (CD11, CD14, CPT1b, 
mCPT) und Enzymen, die am Collagenumsatz beteiligt sind (MMP1), in c-KIT-positiven 
Zellinien auf eine Stimulierung des Knochenumsatzes sowie Mobilisierung hämatopoetischer 
Stammzellen hin. 
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Tabellen und Abbildungen 
 
Tabelle 1. Expression gespleißter (OCNs), bzw. ungespleißter (OCNu) Osteokalzin-mRNA in 
Abhängigkeit von Gewebe, Krankheitsstadium, Zellart, bzw. Behandlung. Abkürzungen: 
+, positive Expression; -, negative Expression; PWBC, periphere Weiße Blutkörperchen; 
PBSC, periphere Blutstammzellen; AML, Akute Myeloide Leukämie; Ø, unbehandelt; 
VD, 10-8 M Vitamin D3; IM, 20 µM Imatinibmesylat. 
 
 
 
Tabelle 2. Zusammenfassung der Wirkung von Imatinibmesylat-Zugabe auf die Osteokalzin 
(OCN)-Expression. 
 
 
 
 
Gewebe/Krankheit/Zellinie(Behandlung) OCu OCs Referenz 
Niere, Pankreas, Milz, Thymus, Prostata, 
Hoden, Eierstöcke + - 
(Jung, et al., 2001) 
Dünndarm, Dickdarm, Knochenmark, 
PWBC, PBSC - + 
(Jung, et al., 2001) 
Plazenta, Lunge, Leber, Skelettmuskulatur, 
Lymphknoten, fötale Leber, Mandeln - - 
(Jung, et al., 2001) 
AML – Diagnose, Rezidiv - + (Wihlidal, et al., 2006) 
AML – komplette Remission + - (Wihlidal, et al., 2006) 
HL60 Ø 78 % 22 % (Wihlidal, et al., 2008) 
HL60 VD 8 % 92 % (Wihlidal, et al., 2008) 
HL60 IM 22 % 78 % (Wihlidal, et al., 2008) 
MG63 Ø 39 % 61 % (Wihlidal, et al., 2008) 
MG63 VD 30 % 70 % (Wihlidal, et al., 2008) 
MG63 IM 1 % 99 % (Wihlidal, et al., 2008) 
U2OS Ø 100 % 0 % (Wihlidal, et al., 2008) 
U2OS VD 100 % 0 % (Wihlidal, et al., 2008) 
U2OS IM 0 % 100 % (Wihlidal, et al., 2008) 
 
Dosis Ergebnis Ziel, (n) Referenz 
100 – 800 mg IM d-1 
Abnahme der OCN-
Expression 
Patienten mit Chronisch-
Myeloischer Leukämie, 
(16) 
Berman et al., 2006 
400 mg IM d-1 & 4 mg 
Zoledronsäure/Monat 
Abnahme der OCN-
Expression 
Prostatakarzinom-Patien-
ten (15) 
Tiffany et al., 2004 
400 mg IM d-1 
Zunahme der OCN-
Expression (jedoch 
im Normalbereich) 
Patienten mit Chronisch-
Myeloischer Leukämie, 
(9) 
Grey et al., 2006 
5 µM – 20 µM IM 
Abnahme der OCN-
Expression; relative 
OCNs-Zunahme 
Osteosarkom- (MG63, 
U2OS), leukämische 
(HL60) Zellinien 
vorliegende Arbeit 
(vgl. Wihlidal et al., 
2008) 
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Tabelle 3. Primer und Bedingungen für die Real-Time-RT-PCR-Ansätze. Abkürzungen: S, 
Sense-Primer; AS, Antisense-Primer; G6PD, Glukose-6-Phosphatdehydrogenase; OCN, 
Osteokalzin; MMP1, MMP2, Matrixmetalloproteinasen; OCTN2, Organische-Kationen-
Transporter; CPT1a, CPT1b, CPT2b, mitochondriale Carnitinpalmitoyltransferasen; mCPT, 
mikrosomale Carnitinpalmitoyltransferase; Gα16, Guanin-Nukleotid-Bindeprotein; Telo, 
Telomerase; TAn, Annealing-Temperatur (°C). Für alle PCR-Reaktionen betrugen die 
Elongationstemperatur 72 °C und die Schmelztemperatur 95 °C. 
 
PCR-Primer 
(Bindestellen, bp) 
Sequenz 
PCR-Produktgröße 
(bp) 
TAn 
G6PD 
(829 - 1171) 
S: 5’- ccgcATcgAccAcTAccTgggcAAg -3’ 
A: 5’- gTTccccAcgTAcTggcccAggAccA -3’ 342 60 
c-KIT1 S: 5’-cgTTgAcTATcAgTTcAgcgAg-3’ 
A: 5’-cTAggAATgTgTAAgTgccTcc-3’ 359 60 
OCN (16 - 333) 
ug.: (886 - 1828) 
S: 5’-cATgAgAgcccTcAcA-3’ 
A: 5’-AgAgcgAcAcccTAgAc-3’ 
317 (gespleißt) 
943 (ungespleißt) 
55 
AML1 (661 - 998) 
S: 5’-gcccATccAgTgTgATTTTgATg-3’ 
A: 5’-gAgcTggTgcgcAccgAcAgcccc-3’ 338 60 
AML3 (1 - 262) 
S: 5’-ATgcgTATTccTgTAgATccgAg-3’ 
A: 5’-TggTgcggTTgTcgTgcggc-3’ 262 60 
MMP12 S: 5’-AgcTAgcTcAggATgAcATTgATg-3’ 
A: 5’- gccgATgggcTggAcAg-3’ 
74 60 
MMP23 S: 5’- cAAAAAcAAgAAgAcATAcATcTT-3’ 
A: 5’- gcTTccAAAcTTcAcgcTc-3’ 
232 60 
OCTN2 
(1826 - 2072) 
S: 5‘ - TccAAgTcAcAcAAggATg - 3‘ 
A: 5‘ - TcccTAgAggAAggTggTg - 3‘ 
246 62 
CD11 
(2295 – 2624) 
S: 5‘-gccATTgTcTgcTTTcg-3‘ 
A: 5‘-gcAgAcTcAcAggccAg -3‘ 
330 60 
CD14 
(563 – 1102) 
S: 5‘-AAcAggTTcgcgccTTc-3‘ 
A: 5‘-gcAgcAccAgggTTccc-3‘ 
540 60 
CD344 S: 5‘-cAcccTgTgTcTcAAcATgg-3‘ 
A: 5‘-gggAgATgTTgcAAggcTAg -3‘ 
253 60 
CPT1a 
(242 – 540) 
S: 5‘- ccTTccAAcTcAcATTcAg -3‘ 
A: 5‘-ccAggATccTcTgcATcTg- 3‘ 
298 60 
CPT1b 
(2961 - 3309) 
S: 5‘- ggTgAAcAgcAAcTATTATgTc - 3‘ 
A: 5‘ - ATccTcTggAAgTgcATc - 3‘ 
348 60 
CPT2b      (1997 - 
2328) 
S: 5’- cAAgcAcggccgcAcTg - 3’ 
A: 5’- cAggggcAAAgcccccA - 3’ 
332 60 
mCPT5 S: 5′-cccTcAcATgAcAgAAgAc-3′ 
A: 5′-cTccTgcATgAcAAAcTTc-3′ 
270 64 
Gα166 S: 5’-TAcTcggAggAggAcTgcAAg-3’ 
A: 5’-ATcgAgcAggTggAATTcccg-3’ 
236 60 
Telo9, * S: 5’- AATccgTcgAgcAgAgTT-3’ 
5’-gcgcggcTTAcccTTAcccTTAcccTAAcc-3’ 
variabel, abhängig 
von der Aktivität 
50 
 
1Ratajczak et al., 1992 
2 Wyatt et al., 2002 
3 Wang et al., 2003 
4 Pfeilstöcker et al., 1998 
5Fillitz et al., 2006 
6Amatruda et al., 1991 
7Hou et al., 2001 
*Elongationszeit, 90 s 
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Langzeit-Stammzellen
Kurzzeit-Stammzellen
Multipotente 
Vorläuferzellen
Reife, differenzierte 
Zellen
Oligopotente 
Vorläuferzellen
 
Abbildung 1. Vereinfachtes Modell der Selbsterneuerung und Differenzierung 
hämatopoetischer Stammzellen (HSCs). HSCs können entweder als Langzeit 
(LT)-HSCs mit hohem Selbsterneuerungspotential vorliegen, die den 
Organismus während dessen gesamter Lebenszeit rekonstituieren, oder als 
Kurzzeit (ST)-HSCs mit deutlich begrenzterer Lebensdauer und 
Selbsterneuerungspotential. ST-HSCs werden durch Differenzierung aus LT-
HSCs gebildet und differenzieren ihrerseits wiederum zu multipotenten und 
weiter zu oligopotenten Progenitoren, aus welchen schließlich reife, 
ausdifferenzierte Zellen unterschiedlicher Gewebe entstehen. ST-HSCs 
können nicht mehr zu LT-HSCs rückdiffernzieren. Jedem 
Differenzierungsschritt liegt ein funktionell irreversibler Reifungsschritt 
zugrunde. (Modifiziert aus: Weissman, 2000) 
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Leukozyten
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Abbildung 3. Überblick über die Hämatopoese im Menschen, ausgehend von der pluripotenten 
Stammzelle. Die Entwicklung der Leukozyten wird analog zu Thrombopoese und Erythropoese 
Leukopoese genannt. 
 
 
 
 
 
 
Selbsterneuerung 
Apoptose 
Differenzierung 
Mobilisierung 
HSC 
Abbildung 2. Allgemeines Modell für die alternativen Schicksale hämatopoetischer Stammzellen (HSCs). Die 
Nachkommen einer HSC-Teilung können entweder in Richtung Selbsterneuerung oder Differenzierung 
steuern oder aber Apoptose erleiden. Unter bestimmten Bedingungen können HSCs mobilisiert werden, 
migrieren und andere Organe besiedeln. Adaptiert aus Domen & Weissman (1999). 
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Abbildung 4. Erstbeschreibung einer Leukämie durch Rudolf Virchow, 1845 
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Abbildung 5. Strukturformel des Tyrosinkinase-
hemmers Imatinibmesylat. 
ATG
I II III IV
TAG
kb1,51,00,5
5´ 3´
290 1183 1382
 
 
Abbildung 6. Struktur des Osteokalzingens (genomische DNA). Boxen: Exons I – IV; rot: 
translatierte Bereiche; grün: untranslatierte 5´- (Promotor) und 3´-Regionen; ATG: 
Translationsstart; TAG: Polyadenylierungssignal; Pfeile: AML1/AML3-Bindungstellen 
(TGTGGT) mit Position und Orientierung. 
Abbildung 7: Vergleich der α-Untereinheit der Runt-Transkriptionsfaktoren mit Drosophila-
Runt (oben). AD: Transkriptionsaktivierungsdomäne; ID: Transkriptions-
inhibierungsdomäne; ATP: ATP-Bindungsmotiv; VWRPY: 5-Aminosäuren-Sequenz, 
zwischen Drosophila und Mensch konserviert; Q: Polyglutaminregion; A: 
Polyalaninregion; t(8;21), t(12;21), t(3;21): Intronpositionen mit geclusterten Bruchstellen 
von Chromosomen-translokationen; m: Maus; h: Mensch. Aus Ito (1999) 
 
AML3 
AML1 
AML2 
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 Abbildung 8. Überblick der drei Zellinien HL60, MG63 und U2OS bezüglich deren Proliferationspotentials, 
Telomeraseaktivität (TA) und mRNA-Expression unter dem Einfluß von Vitamin D3 (VD) und 
Imatinibmesylat (IM). Verwendete Abkürzungen: OCN: Osteokalzin-mRNA; OCNs: gespleißte 
Osteokalzin-mRNA; tolal (tot.) OCN: Gesamt-Osteokalzin-mRNA; MMPs: Matrixmetalloproteasen; 
OCTN2: Organische-Kationen-Transporter 2, i.e. Carnitintransporter;  mCPT: mikrosomale 
Carnitinpalmitoyltransferase. Senkrechte Pfeile bedeuten Zunahme (⇑), beziehungsweise Abnahme (⇓) im 
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Ø), waagrechte Pfeile stehen für keine Veränderung. 
Proliferation (IM) ⇓
OC (IM) ⇓
OCs/total OC (IM) ⇑
TA (IM) ⇓
AML1 (IM) ⇓
OCT2 (IM) ⇔
mCPT (IM) ⇓
HL60 MG63
U2OS
c-KIT pos.
OCs/tot. OC (VD) ⇑
TA (VD) ⇔
AML3 (IM) ⇓
MMPs (IM) ⇑
c-KIT (VD, IM) ⇓
Proliferation (VD) ⇓
OC (Ø) pos.
OC (VD) ⇑
AML1 (Ø) niedrig
AML1 (VD) ⇔
AML3 (VD) ⇔
OCs/total OC (Ø)
niedrig
AML1 (Ø) hoch
AML1 (VD) ⇓
AML3 (Ø) niedrig
AML3 (VD) ⇓
Proliferation (VD) ⇑
OC (Ø) niedrig
OC (VD) ⇑
OCs/total OC (Ø)
hoch
c-KIT neg.                   
OCs (Ø) neg.               
OCu (Ø) pos.
OC (VD) neg.           
TA (VD) ⇓
AML3 (IM) ⇔
MMPs (IM) ⇔
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Abbildung 9: Logarithmische Darstellung der mRNA-Expression relativ zur Expression von Glukose-6-
Phosphatdehydrogenase (G6PD) in HL60-Zellen. A: CD11 und CD14, B: mitochondriale Carnitinpalmitoyltransferasen 
CTP1a, CPT1b und mikrosomale Carnitinpalmitoyltransferase mCPT, C: Matrixmetalloproteasen MMP1, MMP2 und 
Carnitintransporter OCTN2, D: CPT2b, CD34 und Guanin-Nukleotid-Bindeprotein Gα16. Ø, unbehandelt; VD, Vitamin 
D3 [10 nM]; IM, Imatinibmesylat [100 nM]. Fehlerbalken repräsentieren eine Standardabweichumg. *, p ≤ 0,05; **, p ≤
0,01; ***, p ≤ 0,001 relativ zu Ø. #, p ≤ 0,05; ##, p ≤ 0,01; ###, p ≤ 0,001 relativ zu VD. 
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Abstract
The aim of this study was to investigate the expression of osteocalcin (OCN) splicing variants in hematological malignancies. We analysed
bone marrow obtained from two patients with chronic myeloid leukemia (CML), seven patients with other myeloproliferative diseases (MPD)
and four patients with acute myeloid leukemia (AML). RT-PCR analyses were performed in order to assess and quantify spliced (OCNs) and
unspliced (OCNu) mRNA, the associated transcription factors (AML1 and AML3) as well as c-KIT which is a marker for activated stem cells.
Our data indicate that OCNs mRNA and OCN protein is expressed in c-KIT positive neoplastic stem cells in hematological malignancies.
© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.
Keywords: Osteocalcin, c-KIT; Hematological malignancy; Runt-domain transcription factors
1. Introduction
OCN has originally been defined as marker for mature
osteoblasts – cells involved in bone formation. The protein
itself is a small (MW 6.9 kDa) molecule and represents the
most abundant non-collagenous protein in bone. It has -
helical domains forming a tightly packed charged molecule
that coordinates Ca2+ at the surface of the hydroxyapatite-like
lattice of bone mineral crystals. The fact that no OCN defi-
cient persons have been found to date suggests a crucial role
of OCN for human life and development, but the dimension
of its action has yet to be completely defined.
OCN may function as a matrix signal in the recruitment
and differentiation of bone-resorbing cells [1] and studies of
murine long-term bone marrow cultures with rat bone OCN
indicate that OCN promotes osteoclastic differentiation of a
∗ Corresponding author at: Ludwig Boltzmann Institute for Leukemia
Research and Hematology, Hanusch Hospital, H. Collinstr. 30, A-1140
Vienna, Austria. Tel.: +43 69919241457; fax: +431 9143214.
E-mail address: heidrun.karlic@chello.at (H. Karlic).
stroma-free subpopulation of hematopoietic progenitors in
the presence of GM-CSF [1]. These bone-resorbing cells
are derived from hematopoietic stem cells, an indication that
OCN may influence the differentiation of this stem cell pool
as well [2]. Recently, OCN has been shown to enhance bone
remodelling, a process depending on the number and activity
of both osteoclasts and osteoblasts [3].
In addition to bone-related tissues, OCN is synthesised
by vascular smooth muscle cells [4] and its mRNA is also
expressed in megakaryocytes and peripheral blood platelets,
which possibly contribute to the OCN levels in blood and the
regulation of bone turnover [5].
Recent data demonstrated that activated HSC (hematopoi-
etic stem cells) from hematologic malignancies, as charac-
terised by KIT, also express the osteocalcin protein (OCN)
[6].
There is a species dependent difference in the regulation of
this protein between human, rats and mice: in human and rats
OCN expression is strongly increased by 1,25-dihydroxy-
Vitamin D3 while in mice the transcription is attenuated by
this vitamin [7]. Thyroid hormones, however, increase the
0145-2126/$ – see front matter © 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.leukres.2005.11.008
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transcription of OCN from the mouse promoter [8,9] but
inhibit the transcription from the human promoter (Wihli-
dal, unpublished results). The expression of OCN is tightly
linked to the maturation process of osteoblasts, whereas dur-
ing the proliferation and synthesis phase of osteoblasts the
OCN expression is suppressed [10]. In mice there are three
very homologous genes, in human and rat, there is only
one gene. Furthermore, in humans, splicing variants were
described. Apart from previously defined OCN splicing vari-
ants in several tissues, hematopoietic cells and cells of iso-
lated bone marrow also express an unspliced variant OCNu
which is characterised by intron retention [11] resulting in
trace amounts of a truncated protein (resulting from a stop
codon in the first intron) with no apparent function.
Based on observations that hematopoietic precursors
reside closely to endosteal surfaces, it was hypothesised that
mesenchymal stem cells and osteoblasts play a central role
in hematopoiesis, and it has been shown that osteoblasts
produce many factors essential for survival, renewal and mat-
uration of hematopoietic stem cells [12] and vice versa. Sim-
ilarities in gene regulation of OCN and c-KIT proteins may
support this hypothesis. Recent experiments [13] showed that
Imatinib mesylate (IM) a drug targeting c-KIT and PDGF-R
tyrosine kinases inhibits osteogenic differentiation and pro-
liferation of mesenchymal stem cells.
Both, OCN and c-KIT expression are regulated by
Runt-domain transcription factors: AML1 (Runx1) and
AML3 (Runx2) bind to the same response element [14,15].
AML1 and AML3 transcription factors regulate differenti-
ation of both, hematopoietic and mesenchymal stem cells,
respectively.
Aim of this study was to characterise the expression
of OCN and its splicing-variants in normal and malignant
cells of hematopoietic origin and to compare their expres-
sion with that of c-KIT, as well as the transcription factors
AML1 and AML3 to test the hypotheses that leukemic blast
cells may display features of a stem cell candidate com-
mon to hematopoiesis and mesenchymal progeny and/or may
mimic osteoblastic properties in order to escape the immune
defence.
2. Materials and methods
Frozen spare samples from routine diagnostics of bone
marrow and peripheral blood (PBSC stem cells) from a pre-
vious project [16] were used in this study. Bone marrow
samples were obtained from four patients with AMLs, one
patient with CML at blast crisis, one CML patient in chronic
phase and seven patients with MPD, as well as stem cells from
peripheral blood and bone marrow obtained from healthy
donors. In an attempt to find out whether the presence of
OCN expressing stem cells is associated with disease status,
sequential bone marrow samples from a patient with AML
(A1) were analysed at six time points including diagnosis,
first remission (months 4 and 5 after diagnosis), second remis-
sion (month 17 after diagnosis) and relapse (months 29 and
41 after diagnosis). As control, cells from the HL60 cell line
were used.
Analyses were carried out from bone marrow collected
in EDTA tubes. After separation of plasma, mononuclear
cells were enriched by density gradient centrifugation using
Ficoll–Hypaque separation medium (density according to
fraction index: 1.077) and washed several times in phosphate
buffered saline (PBS). Aliquots of 1–10 million cells were
frozen in 4 M Guanidine-isothiocyanate for preparation of
mRNA and cDNA-synthesis.
mRNA was analysed from at least 1 million mononu-
clear blood cells (MNC). Isolation of mRNA and preparation
of cDNA were performed according to standard procedures
using commercially available kits (ROCHE Diagnostics).
PCR conditions in block cycler PCR (Perkin-Elmer; Nor-
walk, CT or Eppendorf Mastercycler Gradient) were the same
for all assays (30 s 95 ◦C/30 s 52 ◦C to 62 ◦C/30 s 72 ◦C, 35
cycles). PCR products were analysed on 1% agarose gels.
The level of gene expression was measured by relative and
absolute quantitative real time PCR (RTQPCR). For abso-
lute quantification, a standard curve relates to the PCR signal
of the input copy numbers of a defined template (cloned
amplimer, termed as external standard), while the quantifica-
tion measures. Relative quantification was adequate to study
differences in gene expression. This was done by calculating
the number of copies of the analysed gene per 100 copies
of -actin, which showed the lowest standard deviations per
amount of cDNA and is therefore used as internal standard
[17,18].
RTQPCR was carried out using a LightCyclerTM System
(Roche), which allows amplification and detection (by flu-
orescence) in the same tube, using a kinetic approach. The
methodology of quantitative PCR has been described in detail
elsewhere [19–21]. Dilutions of 200–2 ng of cDNA were used
in each assay. For OCN, only OCNs was quantified. Details
of primers and PCR conditions are presented in Table 1.
For immunocytochemistry, cultured cells from the HL60
cell line or mononuclear cells from blood or bone marrow
of patients and controls were fixed in suspension by over-
night incubations at 4 ◦C in a 3% solution of formaldehyde
in neutral PBS. Cytospins from these cellular suspensions
were applied on adhesive glass slides (Starfrost). Slides were
dehydrated with ethanol according to standard procedures
and air-dried at room temperature.
Air-dried bone marrow smears of the A1-patient were
retrieved from the archive of the 3rd Medical Department
of Hanusch Hospital. Following fixation in a 3% solution of
formaldehyde in PBS, slides were dehydrated with ethanol
according to standard procedures and air-dried at room tem-
perature.
To determine the co-expression of c-KIT and OCN in sin-
gle cells, we performed a double staining procedure using
anti c-KIT (104D2), a mouse monoclonal antibody obtained
from Santa Cruz Biotechnology (USA), and anti-osteocalcin
(bone Gla9), a polyclonal antibody (rabbit) obtained from
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Table 1
Primers and PCR conditions
PCR-primer Sequence PCR-product-size (bp) TAn (◦C)/time (s) TEx (◦C)/time (s) TAc (◦C)/time (s)
-Actin (1488-1777) S: 5′-TgccATccTAAAAgccAc-3′ 285 64/5 72/34 83/1
A: 5′-TcAAcTggTcTcAAgTcAgTg-3′
c-KIT (*Lit) S: 5′-cgTTgAcTATcAgTTcAgcgAg-3′
A: 5′-cTAggAATgTgTAAgTgccTcc-3′ 359 64/5 72/34 80/1
OCN (16–333) S: 5′-cATgAgAgcccTcAcA-3′ 943 unspliced
unspliced: (886–1828) A: 5′-AgAgcgAcAcccTAgAc-3′ 317 spliced 64/5 72/34 90/1
AML1 (661–998) S: 5′-gcccATccAgTgTgATTTTgATg-3′ 338 62/5 72/34 82/1
A: 5′-gAgcTggTgcgcAccgAcAgcccc-3′
AML3 (1–262) S: 5′-ATgcgTATTccTgTAgATccgAg-3′ 262 62/5 72/34 82/1
A: 5′-TggTgcggTTgTcgTgcggc-3′
Abbreviations: TAn annealing temperature, TEx extension temperature, TAc acquisition temperature.
* Lit: [22].
Bio Trend Chemicals (Germany). For double immunofluo-
rescence, a FITC labelled goat anti mouse antibody (Santa
Cruz Biotechnology) and a Rhodamine labelled goat anti
rabbit antibody (Calbiochem) were applied according to man-
ufacturers’ instruction. After immunostaining, slides were
washed with PBS (three times 10 min), rinsed with water
and counter-stained with 2g/ml DAPI (SIGMA, St. Louis,
MO, USA) in McIlvaine’s buffer (0.1 M citric acid mono-
hydrate + 0.2 M disodium hydrogen phosphate) for 20 min at
room temperature, rinsed with distilled water, air-dried and
covered with 50% glycerol in PBS. For evaluation of slides,
a ZEISS Axiophot Microscope in combination with a Fil-
terset 40 and the Lucia Karyotyping & Probe System PSI
(Halladale, GB) was used (G65, G63).
3. Results
We investigated a total number of 18 bone marrow biopsies
from 13 patients diagnosed with AML (n = 4), CML (n = 2)
and MPD (n = 7). AML cases included one patient indicated
as A1, where analyses at six consecutive time points (diag-
nosis, remission and relapse) were performed. In addition,
mononuclear cells from peripheral blood (MNC) from two
patients (one CML in chronic phase and one AML), normal
bone marrow and peripheral blood stem cells (PBSC) from
two healthy donors and the HL60 cell line were used.
Our first goal was to determine whether there is a dis-
ease related difference in expression of OCN at the levels
of mRNA and protein. Table 2 and Fig. 1 show that there
was a qualitative difference in OCN transcripts: two types
of transcripts could be detected in different samples and to
different extents: besides the entirely spliced OCN (termed
OCNs, 317 bp with our primer combination), we found also
an unspliced transcript (termed OCNu, 943 bp).
OCNu was detected in most samples of hematological
diseases except two bone marrow biopsies of patient A1 in
relapse and in 2/7 MPDs, one of them being positive for
OCNs. OCNu was further found in addition to OCNs in two
samples of AML/M2 including patient A1 at diagnosis, in
the sample of CML at blast crisis, in 1/7 MPD and the HL60
cells.
The A1-patient transcribed OCNs and OCNu at time of
diagnosis. OCNs expression was downregulated in remis-
sion and re-appeared at a higher quantity when relapse was
diagnosed, displacing transcription of OCNu (Fig. 2Figs. 1
and 2).
Neither OCNs nor OCNu were found in PBSC and bone
marrow-derived stem cells from healthy donors. These sam-
ples served also as control to ensure that the OCNu amplimer
was a real unspliced transcript and no contaminating genomic
DNA.
Results of immunofluorescence showed that positive sig-
nals of OCN were detected only in those bone marrow sam-
ples where OCNs was transcribed. This included samples
from AML at diagnosis and relapse but not in remission and
the CML blast crisis.
The second goal of this study was to find out, whether
OCN expression could be assigned to a characteristic cell
type. Based on previous studies, CD117 (c-KIT) was cho-
sen to characterise activated bone marrow stem cells, which
could express OCN. Double immunofluorescence using anti-
bodies for c-KIT and OCN showed positive signals for both
proteins in samples from AML at diagnosis and relapse. In
remission, however, no c-KIT positive cells, co-expressing
OCN, were found. This was also observed in the CML bone
marrow sample from chronic phase, whereas the CML blasts
co-expressed c-KIT and OCN at equal amounts.
The third goal of this work was to elucidate the association
of the OCN-associated transcription factor AML3 and the c-
KIT associated transcription factor AML1 in bone marrow
samples. AML1 and AML3 were expressed in all patients
during all stages of diseases (Table 2), however, at different
quantities as demonstrated in Fig. 2.
The observation that OCNu was expressed even when very
low amounts of the Runt domain transcription factors (AML1
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Table 2
Expression of OCN splice-variants (317bp = OCNs; 943bp = OCNu), c-KIT and Runt-domain transcription factors AML1 and AML3 in leukemia patients
Sample Diagnosis OCNs 317 bp OCNu 943 bp OCN (IF) c-KIT (mRNA)
c-KIT (IF)
AML1 AML3
A1/D 01.2001 M2 Eo (CBFB/MYH11+) Diagnosis Bone Marrow + + + + + +
A1/1 05.2001 M2 Eo (CBFB/MYH11+) 1st CR Bone Marrow − + − + + +
A1/2 06.2001 M2 Eo (CBFB/MYH11+) 1st CR Bone Marrow − + − + + +
A1/3 06.2002 M2 Eo (CBFB/MYH11+) 2nd CR Bone Marrow − + − + + +
A1/4 06.2003 M2 Eo (CBFB/MYH11+) 3rd Bone Marrow Relapse + − + + + +
A1/5 06.2004 M2 Eo (CBFB/MYH11+) 4th Bone Marrow Relapse + − + + + +
AML-I AML M3 (PML/RAR+) Blood − + − + + +
Bone Marrow, CR − + − + + +
AML-II AML-M1 Bone Marrow, D + + + + + +
AML-III AML-M1 Bone Marrow, D + + + + + +
CML-I CML Blast Crisis, Bone Marrow + + + + + +
CML-II CML chronic phaseBlood − + nd + + +
CML Bone Marrow + + + +
MPD-I MPD/PV Bone Marrow − − nd + + −
MPD-II MPD/ET Bone Marrow + − nd + + −
MPD-III MPD/ET Bone Marrow − + nd + + +
MPD-IV MPD/ET Bone Marrow − + nd + + +
MPD-V MPD/ET Bone Marrow − + nd + + +
MPD-VI MPD/PV Bone Marrow − + nd + + +
MPD-VII MPD/U Bone Marrow − + nd + + +
Control Normal PBSC − − − + + +
Control Normal bone marrow stem cells − − − + + +
Control HL 60 + + + + + +
(+) Positive; (−) no signal; D: diagnosis; CR: complete remission; IF: immunofluorescence; MPD: myeloproliferative disease; MPD/PV: polycythemia vera;
MPD/ET: essential thrombocythemia, MPD/U: unclassifiable MPD.
and AML3) were present, led us to search the OCN gene for
common binding sites. In addition to the presence of silencer
motifs, this would support the hypothesis that low amounts
of AML1 and AML3 proteins could be sufficient to stimu-
late transcription of OCNu. Data search (online motif search
programme: http://motif.genome.jp) showed that the OCN-
gene contains besides the described binding site [7] at least
2 putative binding sites for AML3 and AML1 (Table 3), the
latter being the most frequently affected gene in leukemias
[23].
4. Discussion
Our study confirms previous data showing the presence
of OCN in activated stem cells from hematologic malig-
nancies [6]. Our observations showing that an OCN pro-
tein could only be found in those samples where OCNs-
mRNA was detectable, confirmed that these previous studies
indeed detected the entirely spliced OCN which is defined
as a specific protein for osteoblasts, cells that derive from
mesenchymal stem cells (MSC) [26–28]. These cells may
Fig. 1. (A) Electrophoretic separation (1% agarose) of RT-PCR products, using OCN-primers, from AML-patient A1. (−) Negative control; (+) posi-
tive control with GADPH-primers; M: 100 bp ladder marker; D: diagnosis; CR: complete remission; R: relapse. (B) Schematic diagram of the splice
variants of the OCN-mRNA; detected: above, the unspliced pre-mRNA; below, the entirely spliced mRNA. Arrows indicate primer-binding sites: primer
5′-CATGAGAGCCCTCACA-3′ binds in exon 1; primer 5′-AGAGCGACACCCTAGAC-3′ in exon 4.
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Fig. 2. Expression of OCNs (normal osteocalcin), c-KIT and Runt domain
transcription factors (AML1 and AML3) during disease progression. Results
of quantitative PCR from the mRNAs of OCNs, c-KIT and the Runt-
transcription factors in bone marrow cells of patient A1 over 41 months
from diagnosis are shown.
differentiate into adipocytes and myeloblasts as well as
chondrocytes.
Bone marrow stem cells or bone marrow stromal cells can
be precursor cells for hematopoietic and mesenchymal tissue.
Increasing experimental evidence indicates that there is actu-
ally a common progenitor cell population for hematopoietic
stem cells (HSC) and MSC [6]. This theory is also supported
by the co-expression of hematopoietic proteins, like c-KIT
and osteogenic proteins such as OCN in patients with hema-
tological malignancy [29,30].
We could confirm this theory by immunofluorescence
using monoclonal antibodies against OCN and hematopo-
iesis-specific surface glycoproteins such as c-KIT and by RT-
Table 3
AML1/AML3-binding sites (TGTGGT) and splice silencing motifs in the
osteocalcin gene
Position (bp–bp) Location
Aml1/aml3-binding sites 681–676(4) Promoter region
1574–1579(3) Intron 3
1773–1768(3) Exon 4
Splice silencing motifs 28–37(1) Promoter region
554–560(2) Promoter region
942–951(1) Exon 1
1146–1155(1) Intron 1
1537–1543(2) Intron 2
1577–1583(2) Intron 2
1722–1731(1) Exon 4
1922–1928(2) Exon 4
2010–2019(1) 3′-Untranslated region
Silencers indicated with (1) resemble sequences described by [24], sequences
marked with (2) are homologous to silencing motifs found by [25]. Sequences
marked with (3) are our observations. The AML1/AML3-binding site marked
with (4) is known to be important for osteoblast specific expression. Motif
search was performed by means of the online motif search programme:
http://motif.genome.jp.
PCR (Fig. 1). Our data further indicate that the presence of
OCNs is associated with malignant HSC.
After birth, HSC with self-renewal and differentiation
capacity reside in the bone marrow where stem cells can be
isolated from. In the bone marrow, differentiation and prolif-
eration of HSC generally depend on an intact microenviron-
ment. The cells of the microenvironment are conventionally
termed also stromal cells as long as they do not express any
lineage marker (e.g. CD34) and display a fibroblast-like mor-
phology. These stromal cells can be isolated and established
in-vitro. Some studies have demonstrated that stromal cells
are also stem cells for hematopoietic progenitors [31–33] as
well as MSC [34].
Although the majority of these cells are arrested in the
G0/G1 phase of the cell cycle and therefore quiescent (>99%)
[30,35], a small moiety of this stem cell population can dif-
ferentiate into committed cells of hematopoiesis (CD34+)
and mesenchymal precursors (e.g. osteoblasts). An impor-
tant soluble inducer protein for a differentiation event is
stem cell factor (SCF), the ligand for the receptor tyro-
sine kinase c-KIT (clustered as CD117). The binding of
SCF to c-KIT can induce the differentiation of no longer
quiescent CD34-negative stem cells into CD34-positive pro-
genitor cells [31]. But only stem cells that express c-KIT
can be considered activated, while the majority of qui-
escent stem cells do not express this particular receptor
molecule.
It has been shown [36] that already established human
stromal cell lines differentiate into a mesenchymal phenotype
when transplanted into recipient animals. Therefore, predom-
inantly quiescent stem cells cannot only differentiate into
hematopoietic precursors via activation of the appropriate
signal transduction pathways and the expression of the asso-
ciated receptor molecules (c-KIT or gp80), but also express
mesenchymal marker molecules, such as OCN and collagen
I and V [36]. Previous experimental work has presented evi-
dence that a predominantly quiescent, fibroblast-like cell is
the earliest progenitor cell of hematopoiesis and mesenchy-
mal precursors. Those potentially bi-linear cells, however,
do not express CD34, one of the widely used markers of
HSC. Although the CD34 antigen is a good surrogate marker
for stem cells or early progenitors within the hematopoietic
lineage, very early hematopoietic stem cells and stem cells
common to both lineages do not express CD34 [37,38]. Upon
growth factor-mediated activation, the fibroblast-like stem
cells express the tyrosine-kinase receptor c-KIT (CD117)
and/or osteocalcin, suggestive of osteoblastic and mesenchy-
mal differentiation. Activation of stem cells can be induced
in-vitro by choosing different growth conditions. As already
described [6], activated periosteal cells can be observed in
a patient’s bone marrow with metastasis of a solid tumour
or malignant lymphoma, which also induce an activation of
otherwise quiescent stem cells and the expression of both
hematopoietic and mesenchymal marker molecules. There-
fore, it seems possible to identify an activated stem cell
in its periosteal residence based on the co-expression of
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hematopoietic and mesenchymal markers, the triangular mor-
phology and its biological behaviour. But the quest for the
quiescent and residing stem cell is even more difficult. The
cell, which could be a potential candidate for mesenchy-
mal and hematopoietic differentiation, is the bone-lining cell.
In-vivo and in-vitro studies as performed by Huss and Moos-
mann [6] and our own approaches might suggest that this bone
lining type of cell is probably a quiescent precursor cell for
hematopoietic progenitors (CD34-negative stem cell) as well
as for mesenchymal tissue, such as osteoblasts, adipocytes,
myocytes and chondrocytes [35]. However, according to our
data, presence of OCNs in leukemic blasts may also be con-
sidered as a sign of malignancy.
The identification of OCN-mRNA splice variants, known
to be exclusively present in non-osseous tissues [11], suggests
the presence of tissue-specific splicing factor(s). Possibly,
AML3 is involved in this process but in addition, AML1
could also play a role. We could not discern this in our study,
because both genes were up to 10-fold up-regulated in c-KIT
positive blasts, which expressed also OCNs.
Gene disruption studies have revealed that AML1 is
required for definitive hematopoiesis, but not for primi-
tive hematopoiesis. Yokomizo et al. (2001) [39] found that
mice, deficient for AML1 (an alpha subunit of the tran-
scription factor PEBP2/CBF), lack c-KIT+ hematopoietic
cell clusters in the dorsal aorta, in omphalomesenteric and
umbilical arteries, as well as in yolk sac vessels. More-
over, endothelial cells from AML1−/− mouse embryos
are unable to differentiate into hematopoietic cells on OP9
stromal cells, whereas colonies of AML1−/− endothe-
lial cells can be formed in culture. These results suggest
that the emergence of hematopoietic cells from endothelial
cells represents a major pathway of definitive hematopoiesis
[39].
AML1 is known to be an essential transcription fac-
tor for c-KIT expression in hematopoietic cells [39]. In
bone, however, AML3 is the corresponding Runt-domain
transcription factor, which regulates the differentiation of
osteoblasts, and hence, the expression of several osteoblastic
genes, including 1(I)-collagen, osteopontin, bone sialopro-
tein, and the skeletal-specific osteocalcin gene by binding of
nuclear AML3 to osteoblast-specific elements [40–43]. Both
transcription factors, AML1 and AML3 recognise the same
sequence on the promoter as binding site to promote tran-
scription (Table 3). It was shown that over-expressed AML1
trans-activates rat OCN gene expression through this element
in osteoblastic as well as non-osseous cells [14]. Considering
that there is also a putative AML1/AML3 binding sequence
in the third intron of the human OCN-gene (Table 3), these
findings appear possible explanations for regulatory mech-
anisms of the human OCN-gene and its splicing variants in
hematopoietic cells.
Surprisingly, in our experiments up-regulation of OCNs
goes with an increased transcription of both Runt-domain
transcription factors, AML1 and AML3. Therefore, it can-
not be discerned whether OCN expression and/or its splicing
is mediated by one of them. Appearance of OCNu in CP
coincided with a very low mRNA expression of both AML1
and AML3. Possibly, the residual amount of AML proteins is
sufficient to stimulate transcription of OCNu, but not the nor-
mal transcript in morphologically normal blood cells during
remission.
An alternative explanation for the above-mentioned obser-
vations may rely to the fact that telomerase is known to
upregulate osteocalcin [44], besides other markers of osteo-
genesis. Increased levels of telomerase have been observed
in more than 70% of cases of AML [45] and following accel-
eration of growth, a high level of telomerase activity was
detected in a novel leukemic cell line (TEX) which exhibits a
hierarchical organization of normal hematopoiesis and AML
[46]. The model proposed by Enver [47] could also explain
our observations: In this model, lineage specific genes are in a
primed state at the multipotent progenitor cells, characterized
by open chromatin and some low-level of sporadic expres-
sion. Lineage-affiliated regulators are initially coexpressed at
levels that fluctuate within tresholds. This multilineage gene
activity establishes a ground state from which regulatory net-
works can develop through negative and positive feedback
loops.
Taken together, our data suggest that leukemic blasts may
combine markers of activated hematopoietic stem cells and
osteoblasts. However, further data are necessary to define
other osteomimetic properties of these cells, which may sup-
port their proliferation within the bone microenvironment and
to find out, if OCN could be used to characterize leukemic
blasts.
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Abstract
It has been suggested that imatinib mesylate (IM) influences osteogenesis and bone turnover in treated patients. Here we show that the
inhibitory effect of IM on cell multiplication is associated with an increased proportion of spliced osteocalcin (OCNs) in leukemia (HL-60)
and osteosarcoma cells (MG-63, U-2 OS), despite a lower mRNA synthesis rate. In mouse osteoblastic MC3T3-E1 cells only OCNs is present,
independently of treatment. As the stimulatory effect of IM on OCNs is also observed upon treatment with vitamin D, common regulatory
processes may be considered.
© 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
Keywords: Monocyte/macrophage lineage; Osteoblasts; Osteosarcoma cells; Differentiation; Imatinib mesylate; c-KIT; AML1; AML3; Osteocalcin; Splicing
variants
1. Introduction
IM (STI571, Glivec) selectively targets the Bcr-Abl pro-
tein tyrosine kinase that competes with ATP for its specific
binding site in the kinase domain. In addition, it has activity
against platelet-derived growth factor (PDGF) receptor alpha
and beta [1], and c-KIT, the receptor for the stem cell factor
(SCF). As the signalling pathways mediated by activation of
the above mentioned cytokines may act as survival signals in
some cancers including both, solid tumours and leukemias,
an inhibition of these pathways may potentiate the activity of
some cytotoxic drugs [2,3].
Recent data indicate that IM-treatment influences bone
remodelling as evidenced by clinical observations of
hypophosphatemia and up-regulation [4] or down-regulation
of osteocalcin-serum-levels [5].
∗ Corresponding author. Tel.: +43 1 91021 86933; fax: +43 1 91021 86929.
E-mail address: franz.varga@osteologie.at (F. Varga).
In addition, IM potently induces osteoclast apoptosis and
strongly suppresses the bone resorbing activity of osteoclasts
[6]. Osteoclast survival is coordinated in part by proteins
synthesised and presented by cells of osteoblast lineage
[7]. Among these, macrophage colony stimulating factor
(M-CSF) is known to play a critical role not only in osteo-
clast differentiation [8], but also as one of the most potent
osteoclast survival factors [9,10]. M-CSF triggers osteoclast
survival by binding to its cognate receptor cFMS [11]. It
has been demonstrated that IM can also target the cFMS of
some non-malignant hematopoietic cells, including mono-
cytes/macrophages [12–14]. Further data also demonstrated
that IM decreases osteoclast formation from primary human
peripheral blood monocytes [15], because osteoclasts are
cells derived from progenitors of the monocyte/macrophage
lineage whose differentiation is dependent on M-CSF.
We have shown that osteocalcin, an osteoblast specific
protein and differentiation marker, is transcribed in AML and
CML, in a normal spliced and an non-spliced variant in c-KIT
positive cells [16].
0145-2126/$ – see front matter © 2007 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Aim of the study was to find out whether IM has a direct
effect on osteocalcin expression and whether osteocalcin is
up- or down-regulated in osteoblasts to substantiate the in
vivo data [4,5].
The activity of IM on c-KIT signal transduction suggests
that this drug could influence the splicing process of osteocal-
cin as well. A further topic of this work was to find out, if IM
influences telomerase activity, because apart from the Runt
domain transcription factors AML1 and AML3, telomerase
has been discussed to influence OCN-transcription [17].
Thus, besides evaluating the effect of IM, this study
provides some insight into the network of OCN-regulation
in c-KIT positive cell lines from leukemic (HL-60) and
osteoblastic origin such as MG-63 in comparison to the c-
KIT negative U-2 OS osteosarcoma cell line as well as to
osteoblastic cells MC3T3-E1.
2. Materials and methods
2.1. Cell culture and treatment
HL-60, MG-63, U-2 OS and MC3T3-E1 cells were cul-
tured in petri dishes (8 cm in diameter) in MEM (Biochrom
AG, Berlin, Germany), supplemented with 4.5 g/l glucose,
5% foetal calf serum (Sigma) and 30g/l gentamycin
(Sigma) at 37 ◦C under 5% CO2 in humidified air. The adher-
ent cell-lines were sub-cultured twice a week using 0.001%
pronase E (Roche) and 0.02% EDTA in Ca2+ and Mg2+
free phosphate buffered saline (PBS). HL-60 cells were sub-
cultured by centrifuging at 400 × g for 5 min. To prevent a
potential phenotypic drift during repeated subcultures cells
were not used for more than 6 weeks after thawing.
For HL-60, parallel hexaplicate aliquots of 106 cells/ml
were treated either with 10−8 M 1,25-dihydroxyvitamin D3
(VD) or with different concentrations of imatinib mesylate
(IM), i.e., 100 nM, 500 nM, 1M, 5M, 10M and 20M
for 48 h. Untreated plates served as controls. Cell multipli-
cation was measured by seeding cells at 20,000 cm−2 and
cultured for 2–3 days and treated for 48 h with the above men-
tioned IM concentrations. Thereafter, cells were detached,
living and dead cells were counted in a cell counter (Scha¨rfe,
Germany).
2.2. mRNA-isolation and cDNA-synthesis
Aliquots of 2 × 107 cells were stored in 1.5 ml of
RNA/DNA stabilisation reagent for blood/bone marrow
(Roche Diagnostics) at −20 ◦C immediately after harvesting.
mRNA was isolated according to manufacturer’s protocol
(Roche; mRNA isolation kit for blood/bone marrow). The
mRNA-isolate was directly processed in cDNA-synthesis
using a commercially available system (Roche).
2.3. Real time PCR (RTQ-PCR) for qualitative and
quantitative assessment of splice variants
RTQ-PCR was carried out using a Rotor-Gene real-
time system (Corbett Research) or the LightCycler (Roche
Diagnostics), which allow amplification and detection (by
fluorescence) in the same tube, using a kinetic approach.
The methodology of quantitative PCR has been described
in detail elsewhere [18,19]. Triplicates of cDNA probes were
used in each assay. Amplification was performed in SYBR®
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems or Roche Diag-
nostics) using 2.5M of specific primers, each. Details of
primers and PCR conditions are presented in Table 1. To
identify the different splice variants, the PCR cycles were
followed by melting curve analyses from 72 ◦C to 95 ◦C with
a temperature transition rate of 0.5 ◦C/s [16] (Fig. 1).
For absolute quantification, a standard curve was related
to the PCR signal of the input DNA concentration of a
defined template (cloned OCN amplimer, termed as external
standard), while the quantification was measured. Relative
quantification was adequate to study differences in gene
expression. This was done by calculating the DNA concen-
tration of the analysed gene in relation to glucose 6-phospate
dehydrogenease (G6PD), which showed the lowest standard
Table 1
Primers and PCR conditions
PCR-primer Sequence PCR-product-size
(bp)
TAn TAc
G6PD (829–1171) S: 5′-ccgcATcgAccAcTAccTgggcAAg-3′; A: 5′-gTTccccAcgTAcTggcccAggAccA-3′ 342 60 (30) 83 (1)
c-KITa S: 5′-cgTTgAcTATcAgTTcAgcgAg-3′; A: 5′-cTAggAATgTgTAAgTgccTcc-3′ 359 60 (30) 80 (1)
OCN (16–333)
unspl.: (886–1828)
S: 5′-cATgAgAgcccTcAcA-3′; A: 5′-AgAgcgAcAcccTAgAc-3′ 317 (spliced) 943
(unspliced)
55 (30) 90 (1)
AML1 (661–998) S: 5′-gcccATccAgTgTgATTTTgATg-3′; A: 5′-gAgcTggTgcgcAccgAcAgcccc-3′ 338 60 (30) 82 (1)
AML3 (1–262) S: 5′-ATgcgTATTccTgTAgATccgAg-3′; A: 5′-TggTgcggTTgTcgTgcggc-3′ 262 60 (30) 82 (1)
Telob,c S: 5′-AATccgTcgAgcAgAgTT-3′; 5′-gcgcggcTTAcccTTAcccTTAcccTAAcc-3′ Variable according
to activity
50 (30) 80 (2)
Abbreviations: S, sense-primer; AS, antisense-primer; Telo, telomerase; TAn, annealing temperature (◦C), numbers in brackets, annealing time (s); TEx, extension
temperature; TAc, acquisition temperature (◦C), numbers in brackets, acquisition time (s). Extension temperature and extension time for all primers were 72 ◦C
and 30 s, respectively.
a Wihlidal et al. [16].
b Hou et al. [22].
c Extension time, 90 s.
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Fig. 1. Melting curves of OCN-RTQ-PCR-products, amplified from HL-60 cDNA. The left peaks at 77.5 ◦C represent the unspliced amplimer, 943 bp in length,
whereas the right peaks between 87 ◦C and 88 ◦C follow from the entirely spliced transcript product, 317 bp in length. The dashed black line result from an
eluted PCR-product, re-amplified in the same RTQ-PCR run using the same primer-pair, serving as quality standard for the spliced transcript and quantity
standard.
deviations per amount of cDNA and is therefore used as
internal standard [20,21]. In addition, TaqMan real time PCR
(Applied Biosystems) was applied to confirm quantifications.
2.4. Telomerase assay
Aliquots of 105 cells of each plate were withdrawn dur-
ing the harvesting process. They were centrifuged at 400 × g
for 5 min, resuspended in 100l 0.5% CHAPS dissolved in
1× TE-buffer (pH 8.0) containing 1g RNase inhibitor/ml
and incubated at 4 ◦C for 30 min. The lysate was centrifuged
at 12000 × g for 30 min. The supernatant protein solution
was used for determination of telomerase activity accord-
ing to an established protocol [22] with slight modifications:
250, 25 and 2.5 ng of protein, respectively, were used for
PCR-mediated quantification of newly synthesised telomer
sequences, applying 10M of primers [22]. The pre-prepared
PCR-assays were incubated at room temperature for 30 min
prior to 50 cycles of PCR-amplification (95 ◦C, 20 s; 50 ◦C,
30s; 72 ◦C, 90 s).
2.5. Statistical analyses
Statistical analyses were performed by ANOVA with
Scheffe’s post hoc test using StatView 4.5 (Abacus Concepts,
Inc. CA) and p≤ 0.05 was considered to be significant.
3. Results
3.1. Attenuation of cell multiplication and telomerase
activity (TA) by IM
Cell lines (HL-60, MG-63, U-2 OS, MC3T3-E1), were
cultured with different concentrations of IM between 100 nM
and 20M and compared to untreated and VD-treated cul-
tures, respectively. For appropriate statistical coverage, each
culture was kept as hexaplicate.
VD stimulated cell multiplication in MG-63 cells but
inhibited it slightly but significantly in all other cell lines
tested (Fig. 2). IM, however, irrespective of cell line, inhibited
cell multiplication significantly with respect to the untreated
control (Fig. 2). After IM-treatment, cell numbers were
reduced to a value between one-third to two-thirds of the
control. The inhibitory effect on cell multiplication increased
with increasing IM concentration suggesting dose depen-
dence, although no significant differences in cell number
were found between the different IM concentrations (Fig. 2).
Neither IM nor VD influenced the relative proportion of dead
cells.
IM led to a dose-independent reduction of telom-
erase activity (TA) by 63% ± 14% in HL-60 cells and by
99% ± 0.3% in MG-63 cells, whereas in VD-treated HL-60
and MG-63 cells, TA remained unchanged with respect to the
untreated control (Fig. 3).
In U-2 OS, however, both VD and IM down-regulated TA
(98 % ± 1% (p≤ 0.01)).
3.2. Differential OCN-mRNA splicing
IM and VD influenced the splicing mechanism of OCN-
mRNA transcripts. As already described elsewhere [16,23],
we found two different OCN-splicing variants; the entirely
spliced transcript termed OCNs, translated into functional
protein, as well as the unspliced mRNA (OCNu), result-
ing from intron retention. Due to several stop codons in the
introns, OCNu is translated only into truncated peptide.
OCNu was dominant in untreated HL-60 cells. After incu-
bation with VD and with rising IM concentrations, a higher
proportion of OCNs was detected (Fig. 1 and Table 2).
In MG-63, too, incubation with VD and IM was associated
with an increase of OCNs, and an almost entire disappearance
of OCNu was observed at IM-doses ≥10M. Other than
in HL-60 cells, VD-incubation had no influence on OCN-
splicing (Table 2).
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Fig. 2. Relative numbers of live cells (dark boxes) and dead cells (light
boxes), respectively (top: HL-60, centre: MG-63, U-2 OS, bottom: MC3T3-
E1) after 48 h of incubation. VD, 1,25-dihydroxyvitamin D3 (10−8 M); IM,
imatinib mesylate; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 with respect to the
untreated control (∅). Error bars indicate 1 S.D.
In U-2 OS cells IM resulted in a dose-dependent disap-
pearance of OCNu in favour of OCNs (Table 2).
3.3. Quantitative OCN gene expression
In addition, we studied the effects of IM and VD at
molecular level. Thus, our study focussed on expression
and regulation of OCN, a well-defined marker for mature
osteoblasts.
VD inhibited OCN transcription by 50% in HL-60
and 62% in MC3T3-E1, whereas in MG-63 cells, OCN-
expression was elevated 3.5-fold. In MG-63, the effect of
VD differed significantly from that of all IM concentrations,
Fig. 3. Telomerase activity relative to the untreated control (∅) (top:
HL-60, centre: MG-63, bottom: U-2 OS) after 48 h of incubation. VD,
1,25-dihydroxyvitamin D3 (10−8 M); IM, imatinib mesylate; **p < 0.01;
***p < 0.001 with respect to (∅). Error bars indicate 1 S.D.
however, in HL-60 cells only IM concentrations higher than
5M inhibited OCN-expression significantly stronger than
VD. In U-2 OS, VD had no influence on OCN-expression as
compared to the untreated control, whereas a 40% reduction
was observed in MC3T3-E1 (Fig. 4). In HL-60 and MG-
63 cells, this was associated with down-regulation of c-KIT
(Table 3).
3.4. Expression of AML1 and AML3 coincides with OCN
Down-regulation of AML1 and AML3 (Fig. 5), respec-
tively, were similar to that of OCN (Fig. 4). Both, VD
and IM inhibited mRNA expression of AML1 and AML3
(Fig. 5). In HL-60 cells, VD reduced AML1 transcription by
74% ± 2% and AML3 transcription by 85 % ± 2%. There
was a dose-independent inhibition of IM on AML1 expres-
sion by 67% ± 6% and AML3 expression by 73% ± 22%. No
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Table 2
Expression of spliced osteocalcin-mRNA (OCNs) relative to total OCN-mRNA in the cell-lines HL-60, MG-63 and U-2 OS
Treatment OCNs/total OCN (%) ±S.D. (%) p-Value
HL-60
∅ 22 11
VD 92 13 p∅ ≤ 0.001
5M IM 49 10 p∅ ≤ 0.05; pVD ≤ 0.001
10M IM 78 10 p∅ ≤ 0.001; pVD. n.s.; p5M IM ≤ 0.01
20M IM 78 12 p∅ ≤ 0.001; pVD. n.s.; p5M IM ≤ 0.05; p10M IM; n.s.
MG-63
∅ 61 6
VD 70 5 p∅. n.s.
5M IM 75 13 p∅ ≤ 0.05; pVD. n.s.
10M IM 99 1 pØ ≤ 0.001; pVD ≤ 0.001; p5M IM ≤ 0.01
20M IM 99 1 pØ ≤ 0.001; pVD ≤ 0.001; p5M IM ≤ 0.01; p10M IM; n.s.
U-2 OS
∅ 0 0
VD 0 0 p∅. n.s.
5M IM 24 6 p∅ ≤ 0.001; pVD ≤ 0.001
10M IM 68 8 pØ ≤ 0.001; pVD ≤ 0.001; p5M IM ≤ 0.001
20M IM 100 0 pØ ≤ 0.001; pVD ≤ 0.001; p5M IM ≤ 0.001; p10M IM ≤ 0.001
Ø: untreated control; VD: vitamin D3; IM: imatinib mesylate; S.D.: standard deviation; n.s.: not significant.
Table 3
Effect of IM on the mRNA expressions of c-KIT and OCN displayed as percentage of G6PD (glucose 6-phosphate dehydrogenase) in the cell-lines HL-60,
MG-63, U-2 OS and MC3T3-E1
HL-60 ∅ HL-60 IM MG-63 ∅ MG-63 IM U-2 OS ∅ U-2 OS IM MC3T3-E1 ∅ MC3T3-E1 IM
c-KIT 100 10 10 1 0 0 0 0
OCN %G6PD 13 0.3 0.5 0.01 5 0.3 5 5
OCNqual U S S S U S S S
%OCNs/total OCN 20 80 60 100 0 80 100 100
∅, untreated; IM, imatinib mesylate [10M]; OCNqual, qualitative OCN mRNA-expression; U, unspliced OCN-transcript; S, spliced OCN-transcript; OCNs,
spliced OCN-transcript.
significant difference between the impact of VD and IM was
observed.
In U-2 OS cells, the effects of VD and IM on AML1 and
AML3 mRNA-expression were similar: VD reduced AML1-
expression by 98% ± 0.7% and AML3 by 86% ± 1%. The
reduction of AML1-expression by IM was dose-dependent
and ranged between 90% ± 2% when 5M IM were added
and 99% ± 1%, when 20M IM were added. AML3-
expression decreased by up to 91% ± 5% after incubation
in 10M IM.
By contrast, in MG-63 cells, both, AML1 and AML3-
mRNA-expression were stimulated by VD, i.e., AML1 by
26% ± 3% and AML3 by 27% ± 3%. Both genes, however,
were down-regulated by IM, but no significant dose depen-
dency of the IM effect was detected: AML1 was reduced by
68% ± 9% and AML3 by 98% ± 0.4%.
4. Discussion
The results of this study confirm an antiproliferative effect
of IM without induction of cell death [24,25], irrespective
of cell type and presence of the stem cell marker c-KIT.
Inhibition of TA by IM was dose-dependent and associated
with inhibition of cell multiplication. This confirms previ-
ous data concerning IM-associated down-regulation of cell
proliferation [1] and the TA in various malignant cell lines
[34].
Besides down-regulation of the TA activity IM attenuated
expression of both, AML1 and AML3. The close functional
association between IM and regulation of AML1 is doc-
umented by the fact that AML1 mutations are associated
with IM resistance [26]. In addition, induced telomerase
(hTERT) expression by transfection increased the expression
of OCN as well as AML3 [17]. Bone-specific transcription
of the OCN gene is primarily regulated by AML3 and is
further stimulated in response to 1,25-dihydroxyvitamin D3
(VD) via its specific receptor (VDR). VDR directly interacts
with AML3 by coupling to a binding site, which is located
immediately adjacent to the VDRE. AML3 plays a key role
in the VD-dependent stimulation of the OCN promoter in
osteoblastic cells by further stabilising the interaction of the
VDR with the VDRE [27]. This interaction contributes to the
unique VD-dependent enhancement of the MG-63 cell line,
where AML3 is much higher expressed than AML1, the latter
also known for its stimulating impact on the OCN promoter
[28]. In the other two cell lines investigated in this study
namely HL-60 and U-2 OS, the expression of AML3 was
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Fig. 4. Relative OCN-mRNA expression (as % of G6PD-expression) in
the cell lines HL-60 (top), MG-63, U-2 OS (centre) and MC3T3-E1 (bot-
tom) after 48 h of incubation. VD, 1,25-dihydroxyvitamin D3 (10−8 M); IM,
imatinib mesylate; *p≤ 0.05; **p≤ 0.01 ***p≤ 0.001 with respect to the
untreated control (∅); #p≤ 0.05; ###p≤ 0.001 with respect to the VD. Error
bars indicate 1 S.D.
lower than that of AML1. The down-regulation of both AML1
and AML3 could exert a direct effect on the down-regulation
of osteocalcin. Thus, our experiments could provide an expla-
nation for the low serum levels of osteocalcin in a previous
in vitro study [4].
AML1 is known to be an essential transcription fac-
tor for c-KIT expression in hematopoietic cells [29]. The
down-regulation of c-KIT in HL-60 could be a direct conse-
quence of AML1 reduction indicating cellular differentiation.
In bone, however, AML3 is the corresponding transcrip-
tion factor, which regulates the differentiation of osteoblasts,
and hence, the expression of several osteoblastic genes, by
binding of nuclear AML3 to osteoblast-specific elements.
Fig. 5. Relative mRNA expression (as % of G6PD-expression) of AML1
(pale grey) and AML3 (dark grey) in the cell lines HL-60 (top),
MG-63 (centre) and U-2 OS (bottom) after 48 h of incubation. VD,
1,25-dihydroxyvitamin D3 (10−8 M); IM, imatinib mesylate; *p < 0.05;
**p < 0.01; ***p < 0.001 with respect to the untreated control (∅). Error bars
indicate 1 S.D.
Both, AML1 and AML3, recognise the same sequence
on the promoter as binding site to induce transcription
[30–33].
In conclusion, IM-treatment was associated with growth
inhibition of cells. Quantitative down-regulation of OCN-
transcription, AML1 as well as AML3 was associated with
a relative stimulation of the entirely spliced OCN-variant,
indicating that the synthesis of functional OCN was stimu-
lated.
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